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Clethra scabra Pers. é uma espécie de uma pequena árvore florescente pertencente 
à família Clethraceae. É nativa do Estado do Paraná e é encontrada no Brasil, desde a 
Bahia até os estados das regiões Sudeste e Sul, estando presente tanto na Caatinga como 
na Floresta Atlântica. É conhecida popularmente como carne-de-vaca, caujuja, guaperê, 
pau-de-cinzas, peroba-brava, peroba-café e vassourão. O presente estudo tem como 
objetivo gerar informações que contribuam para o conhecimento e controle de qualidade da 
espécie. Os aspectos abordados incluem o estudo morfoanatômico, a determinação de 
parâmetros de pureza, a investigação da composição fitoquímica, a avaliação do potencial 
tóxico, hemolítico, alelopático e antimicrobiano e o estudo da atividade antioxidante. Parte 
do material botânico coletado foi utilizado para a confecção de exsicata e para o estudo 
morfoanatômico e parte foi submetida à partição líquido-líquido com solventes de polaridade 
crescente obtendo-se as frações n-hexano, clorofórmio, acetato de etila e hidroalcoólica. 
Resultados indicaram através de análise de CLAE e RMN a presença dos flavonóis 
Quercetina e Rutina na fração acetato de etila de folhas de Clethra scabra. Nenhuma das 
frações e extratos brutos apresentaram toxicidade frente ao microcrustáceo Artemia salina. 
Na atividade hemolítica, extratos e frações não apresentaram efeito citotóxico em glóbulos 
vermelhos. Na atividade alelopática foi verificada determinada capacidade bioestimulante 
para Clethra scabra, devido ao estímulo do índice de velocidade de germinação (IVG) 
de Lactuca sativa diante do extrato bruto do caule (EBC), fração hexano do caule (FHC) e 
fração hidroalcoólica remanescente do caule (FRC), bem como estímulo do crescimento do 
hipocótilo para as amostras extrato bruto da folha (EBF), fração acetato de etila da folha 
(FAF) e fração hidroalcoólica remanescene da folha (FRF) na concentração de 500 μg/mL, e 
estímulo do crescimento do hipocótilo e radícula de Lactuca sativa para todas as 
concentrações do EBC. Apresentou atividade antimicrobiana moderada contra C. albicans. 
Com relação ao teor de fenólicos totais as amostras da FAF apresentaram teores elevados. 
Com relação a atividade antioxidante no ensaio do fosfomolibdênio e DPPH, a FAF 
apresentou melhor resultado. A análise físico-química definiu parâmetros iniciais para 
controle de qualidade da planta; a análise morfoanatômica possibilitou a identificação da 
espécie, bem como destacou a presença dos compostos fenólicos; os resultados obtidos 
fazem da espécie Clethra scabra um excelente alvo de estudos in vivo para aprofundar e 
comprovar suas atividades biológicas. 
 





Clethra scabra Pers. is a genus of flowering small trees from the Clethraceae family. 
It is native to the state of Paraná and can be found from the state of Bahia down to the 
southeastern and southern Brazilian states, both in the shrubland (caatinga) and in the 
Atlantic forest. It is popularly known as carne-de-vaca, caujuja, guaperê, pau-de-cinzas, 
peroba-brava, peroba-café and vassourão. The present study aims to generate information 
which can contribute to the knowledge and quality control of the species. The covered 
aspects include morphological and anatomical analysis, purity parameter assessment, 
investigation of phytochemical composition, evaluation of toxic, hemolytic, allelopathic and 
antimicrobial potential and antioxidant activity study. Part of the collected botanical material 
was used to prepare exsiccatae and for morphological and anatomical analysis; and part 
underwent liquid-liquid extraction using solvents with increasing polarity to obtain n-hexane, 
chloroform, ethyl acetate and hydroalcohol fractions. Results obtained by UPLC-MS and 
NMR show the presence of quercetin and rutin flavonols in the ethyl acetate fraction of 
Clethra scabra leaves. No fraction or crude extract presented toxicity to the microcrustacean 
Artemia salina. In hemolytic activity, extracts and fractions did not present cytotoxic effect on 
red blood cells. In allelopathic activity some biostimulating capacity was verified for Clethra 
scabra, due to the germination speed index (IVG) stimulation of Lactuca sativa in the 
presence of crude extract of stems (EBC), hexane fraction of stems (FHC) and remaining 
hydro-alcoholic fraction of stems (FRC), as well as hypocotyl growth stimulation in the 
presence of samples of crude extract of leaves (EBF), ethyl acetate fraction of leaves (FAF) 
and remaining hydro-alcoholic fraction of leaves (FRF) at 500 μg/mL concentration, and 
hypocotyl and rootlet growth stimulation of Lactuca sativa at all concentrations of crude 
extract of stems (EBC). Moderate antimicrobial activity was observed against C. albicans. 
Samples of ethyl acetate fraction of leaves (FAF) presented high total phenolic contents. 
Antioxidant activity using phosphomolybdenum and DPPH assays presented best results for 
the ethyl acetate fraction of leaves (FAF). The physical-chemical analysis defined initial 
parameters for plant quality control; the morphological analysis allowed the identification of 
the species, as well as highlighting the presence of phenolic compounds; the results 
obtained make the species Clethra scabra an excellent target for in vivo studies to deepen 
and prove its biological activities. 
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ANEXO 1 – AUTORIZAÇÃO DAS ATIVIDADES DE ACESSO AO 





O Brasil é reconhecido mundialmente como um dos países de maior 
biodiversidade, por sua vasta variedade de ecossistemas, fauna, flora, entre outros 
fatores. Nesse contexto, o domínio do bioma Floresta Atlântica, considerada a mais 
antiga área florestal brasileira que se distribui do sul da Bahia até o Rio Grande do 
Sul, sendo a segunda maior floresta pluvial tropical do continente americano, 
contendo recursos genéticos ainda pouco estudados, apenas cerca de 15 a 17% 
dessas espécies foram estudadas, representando um grande arsenal para pesquisa 
de espécies nativas do Brasil. (SILVA; FRANCO, 2010) 
Nessa perspectiva, as universidades e institutos de pesquisa, em nível 
mundial, procuram desde a catalogação de novas espécies, até a identificação de 
novas substâncias com finalidade medicinal no sentido de inovação tecnológica de 
fármacos para o desenvolvimento econômico do país. 
A comprovação científica atende o binômio segurança e eficácia exigidos 
pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que é o órgão regulador de 
controle de medicamentos, levando pesquisadores e indústrias a investirem mais em 
pesquisas, visto que as substâncias ativas encontradas são utilizadas como 
protótipos, para o desenvolvimento de modelos na produção de novos fármacos, 
visando a obtenção com menor toxicidade e maior eficácia. (SILVA; FRANCO, 
2010).  
A qualidade de plantas medicinais depende de vários fatores, que podem 
interferir no conteúdo de substâncias do metabolismo primário e secundário, 
incluindo variação de espécies, de clima, da coleta, do armazenamento e do 
processamento. Por isso, faz-se necessário a determinação e isolamento de 
estruturas dos produtos naturais, investigações fitoquímicas, para encontrar novas 
substâncias químicas a partir de plantas para a obtenção de novos fármacos, e 
desenvolvimento de fitoterápicos. 
Os estudos com produtos naturais servem para a obtenção de novos 
agentes antimicrobianos, analgésicos, anti-inflamatórios, antioxidantes, citotóxicos e 
imunológicos, que poderão compor futuros medicamentos, para tratamento e 
controle de patologias e melhoria da qualidade de vida de pacientes. (PAULA, 2014).  
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A espécie em estudo, Clethra scabra Pers., conhecida popularmente por 
carne-de-vaca, vassourão ou peroba brava, apresenta ocorrência na Floresta 
Atlântica. Ocorre preferencialmente no interior de capoeiras e capoeirões, situados 
em solos pobres, úmidos, compactos e com algum aclive (LORENZI, 1998). 
Também ocorrem em florestas ombrófilas densas e florestas ombrófilas mistas 
desde o sul do Brasil, na serra da Mantiqueira e no sul de Minas Gerais. No Parque 
Estadual do Itacolomi, em Ouro Preto - MG, ela ocorre como espécie complementar 
em áreas de Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Higrófila. (GRAMIGNA, 
2012) 
Os resultados obtidos neste trabalho, irão contribuir ao conhecimento da 
planta referida, sua viabilidade como fitoterápico e com a busca de substâncias 
químicas com interesse no uso humano, animal e ambiental, tendo em vista a 
inexistência de estudos, e por tratar-se de uma planta nativa do estado do Paraná. 
1.1 OBJETIVO GERAL   
Realizar a caracterização morfoanatômica, o estudo fitoquímico, de 
atividades biológicas e propriedades antioxidantes de extratos e frações de folhas e 
caules de Clethra scabra Pers. 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
a) Solicitar autorização da pesquisa; 
b) Realizar a coleta e identificação da espécie em estudo; 
c) Avaliar a morfoanatomia de caule e folha; 
d) Realizar análise de pureza das partes aéreas secas; 
e) Realizar estudo fitoquímico preliminar identificando principais grupos químicos 
de metabólitos secundários presentes no extrato aquoso e etanólico de folhas e 
caule de Clethra scabra; 
f) Obter extratos e frações utilizando solventes orgânicos de polaridades 
crescentes provenientes das partes aéreas folhas e caule da espécie Clethra scabra; 
g) Isolar, purificar e determinar os constituintes químicos presentes nos extratos 
e frações de folhas e caule de Clethra scabra; 
h) Verificar atividades biológicas de toxicidade frente ao microcrustáceo Artemia 
salina nos extratos e frações de folhas e caule de Clethra scabra; 
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i) Verificar a atividade hemolítica de extratos e frações folhas e caule de Clethra 
scabra; 
j) Verificar a atividade alelopática de extratos e frações de folhas e caule de 
Clethra scabra; 
k) Verificar a atividade antimicrobiana de extratos e frações de folhas e caule de 
Clethra scabra; 
l) Avaliar a atividade antioxidante nos extratos e frações de folhas e caule de 





2 REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 SUPERORDEM CORNIFLORAE 
Pelo sistema pré molecular de classificação proposto por Dahlgren (1980), a 
ordem Ericales foi previamente colocada dentro da superordem Corniflorae com dez 
famílias, mas apenas 6 permaneceram na classificação proposta por APG III - THE 
ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP (2009) após análise cladística, dentre estas, 
a família Clethraceae. 
A superordem Corniflorae está incluída na divisão Angiospermae e na classe 
Dicotiledoneae segundo Dahlgren (1980). Nessa divisão estão incluídas as 
Angiospermae que desenvolveram no embrião de sua semente duas folhas opostas 
cotiledonares, localizadas lateralmente, opostas, servindo como órgão reserva da 
semente. 
Muitos táxons da super ordem Corniflorae são caracterizados por seu hábito 
lenhoso e sistema vascular primitivo. Quanto às características morfológicas e 
químicas produzidas por esses táxons, Dahlgren reuniu em Corniflorae 50 famílias 
distribuídas por 6 ordens, dentre as quais encontra-se a ordem Ericales. 
Com relação à química da superodem Corniflorae pode-se observar a 
presença de todas as principais classes químicas de produtos naturais, com 
tendência maior para os derivados da via metabólica do acetato. A evolução química 
mais importante em Angiospermae é observada pela substituição gradual da 
produção de metabólitos especiais da via biossintética do chiquimato, pelos 
metabólitos da via do acetato/mevalonato, dos quais os iridoides, triterpenoides e 
flavonoides ocorrem em abundância em Corniflorae, são muito bem diversificados, 
sendo considerados verdadeiros marcadores quimiossistemáticos para a 
superordem. (SAMPAIO-SANTOS et al., 1997)  
A química dos esteroides é simples e são encontrados em todas as ordens 
de Corniflorae. Os flavonoides são substâncias fenólicas sendo maior a produção de 
flavonóis do que de flavonas, com produção de 97% de flavonóis na ordem Ericales. 
Em Corniflorae observou-se a presença de taninos condensados apresentando 
ocorrência em maior proporção para Ericales (SAMPAIO-SANTOS et al., 1997).  
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2.2 ORDEM ERICALES 
A ordem Ericales é um grupo principal de angiospermas Asterídeas 
representadas no registro fóssil Cretáceo, principalmente por flores, frutos e 
sementes. Schönenberger et al. (2012) analisou a flor fóssil Glandulocalyx 
upatoiensis gen & Sp. nov., do Santoniano da Geórgia EUA, por microscopia 
eletrônica de varredura, e em comparação com a taxa existente, observou 
evidências de um relacionamento com o núcleo Ericales, apresentando 
semelhanças com a família Clethraceae, entre outras. Essa análise indica a 
existência da família Clethraceae desde a era mesozoica, mais especificamente no 
Cretáceo Superior. 
Por meio de investigação de inter-relações filogenéticas na ordem Ericales, 
observou-se uma combinação de sequências de DNA dos genes de plastos e 
mitocôndrias, em que Clethraceae é uma família monofilética inserida dentro da 
ordem Ericales, pertencendo ao grande clado ericoides e formando o grupo irmão de 
Cyrillaceae e Ericaceae (ANDERBERG et al., 2002) (FIOR et al., 2003).  
A ordem Ericales compreende em torno de 25 famílias e 347 gêneros 
distribuídos em 4 clados. Suas espécies estão amplamente distribuídas no ártico, 
regiões temperadas e tropicais. Nos Ericales, há a ocorrência de galotaninos e 
taninos condensados, além de flavonoides e triterpenos, sendo esses caracterizados 
como bons marcadores taxonômicos para a ordem, devido a sua ocorrência geral e 
diversidade molecular. Os principais flavonoides produzidos são principalmente 
flavonóis em vez de flavonas. A proteção por hidroxila ocorre principalmente por 
glicosilação e, em menor grau, pela metilação. Esses dados confirmam o status 
primitivo da ordem (ROCHA et al., 2015). 
2.3 FAMÍLIA CLETHRACEAE 
A família Clethraceae ocorrem principalmente em regiões montanhosas e 
úmidas no leste tropical e subtropical Asiático, e na região neotropical que 
compreende a América Central, sul do México, Califórnia, Flórida, ilhas do Caribe e 
América do Sul (GIEBEL; DICKISON, 1976). Está subordinada a ordem Ericales, e 
abrange dois gêneros: Purdiacea e Clethra, e cerca de 95 espécies (SCHNEIDER; 
BAYER, 2004). No Brasil ambos os gêneros ocorrem, possuindo cerca de dez 
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espécies, a maioria na Amazônia, no Sul e Sudeste em áreas de maior altitude 
(PERDIZ et al., 2015).  
São árvores ou arbustos; com folhas alternas, simples, sem estípulas, 
apresentando margem inteira ou serreada. Inflorescência terminal, racemosa; flores 
pouco vistosas, bissexuadas, actinomorfas, diclamídeas; cálice pentâmero, 
dialissépalo; corola pentâmera, dialipétala ou com pétalas unidas na base, 
prefloração imbricada ou convoluta; estames 10-12, livres entre si, epipétalos ou 
não, anteras rimosas ou poricidas; ovário súpero, 3-locular ou 5-locular, placentação 
axial, lóculos pluriovulados. Fruto cápsula (Clethra) ou seco e indeiscente 
(Purdiacea) (LORENZI, 1998). 
2.4 GÊNERO Clethra 
O gênero Clethra possui cerca de 85 espécies, e dois centros principais de 
distribuição: um no leste da Ásia e outro na região neotropical. Duas espécies 
ocorrem no sudeste dos Estados Unidos e uma espécie é endêmica da Ilha da 
Madeira, a C. arborea (SCHNEIDER; BAYER, 2004). Clethra caracteriza-se por 
apresentar folhas simples, agrupadas no ápice dos ramos, com margens inteiras a 
serradas, indumento tomentoso e estrelado, alvacento, cinéreo ou ferrugíneo, 
brácteas caducas, flores pentâmeras com ovário súpero, estigma 3- lobado e fruto 
do tipo cápsula loculicida, 3-valvar. (PERDIZ et al., 2015) 
Apresenta adaptabilidade de expandir-se a alturas mais elevadas. Os efeitos 
da temperatura média a baixa extrema, sombreamento e altitude, interagem na 
sobrevivência das árvores. Rehm e Feeley (2016), evidenciaram que Clethra 
cuneata apresentou aumento no período de sua sobrevivência em temperaturas 
médias mais elevadas, como também em maiores baixas temperaturas absolutas 
mesmo na presença de sombra. 
A estrutura da madeira de Clethra é comparativamente homogênea e 
indicativa de um nível relativamente baixo de avanço evolutivo; a variação nas 
características do xilema secundário da Clethra não está correlacionada com a 
variação nos caracteres utilizados para sua delimitação taxonômica; existe uma 
tendência para que as frequências de poros mais altos sejam associados a 
elementos de vaso mais curtos e mais estreitos; nenhuma correlação consistente foi 
encontrada entre a variação nos caracteres anatômicos da madeira e a latitude ou a 
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altitude; a anatomia da madeira suporta uma posição primitiva para Clethraceae 
dentro da ordem Ericales e enfatiza a natureza transitória da família entre os Theales 
e os Ericales (GIEBEL; DICKISON, 1976) 
 
QUADRO 1 - ESTUDOS COM ESPÉCIES DO GÊNERO Clethra 
ESPÉCIE LOCAL ESTUDO AUTOR 
Clethra cubensis Cuba Anatomia da madeira  
Clethra cuneate Venezuela Aumento na sobrevivência em 
temperaturas médias mais elevadas e em 
maiores baixas temperaturas absolutas e 
na presença de sombra 
Vales et al., 1988; 
Giebel e Dickson, 
1976 
C. barbinervis Japão Acúmulo de metais pesados Rehm e Feeley, 2016 
C. barbinervis Japão Uso na alimentação Yamaguchi et al., 2015 
Memon e Schroder, 
2009 
C. barbinervis Japão 7 novas saponinas triterpênicas, 1 nova 
lignana e 14 compostos conhecidos. Efeito 
inibidor da hialuronidase 
Azuma et al., 2016 
C. barbinervis Japão Identificação da clethramicina a partir do 
caldo de fermentação de uma estirpe de 
actinomiceto da raiz de C. barbinervis com 
atividade antifúngica 
Igarashi et al., 2003 
C. barbinervis Japão 3 novos glicosídeos triterpênicos, 
juntamente com 4 compostos conhecidos 
Sugimoto et al., 2013 
Clethra arborea Portugal Ácidos fenólicos, procianidinas, 
flavonoides, diversos glicuronideos além 
de outros compostos 
Martinez et al., 2015 
FONTE: A autora (2018) 
 
Vales et al. (1988), obtiveram resultados concordantes com os dados de 
Giebel e Dickison (1976), ao estudar as características anatômicas da madeira de 
Clethra cubensis A. Rich., único representante desta família em Cuba, descrevendo 
a anatomia do xilema secundário. As características da primeira epiderme foliar e a 
morfologia do grão de pólen, onde vários caracteres são comuns com a família 
Cyrillaceae, como o tipo de distribuição dos vasos solitários, as placas de perfuração 
simples e as pontas intervasculares opostas entre outras. Essas características, 
assim como também a posição dos elementos dos vasos muito largos, evidenciam 
um grau primitivo destas famílias. A madeira de Clethra cubensis não apresenta 
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zonas de crescimento marcados, mas sim porosidade difusa, poros maiores 
solitários e muito numerosos, muito raramente em pequenos grupos de dois 
elementos. Apresenta fibrotraquéias poligonais distribuídas radialmente, com poros 
cruzados, parênquima axial paratraqueal difuso e apotraqueal escasso, raios 
medulares heterocelulares uniseriados e multiseriados (Vales et al., 1988). 
Clethra barbinervis Siebold & Zucc é uma espécie que naturalmente cresce 
nas colinas e montanhas de clima temperado da Ásia Oriental. É uma espécie de 
árvore de folha caduca amplamente encontrada em florestas do Japão. Foi 
reconhecida como uma planta que acumula metais pesados, tais como Níquel (Ni), 
Cobalto (Co), Cádmio (Cd), Zinco (Zn) e Manganês (Mn) nas folhas, e em particular 
apresenta concentrações elevadas de Ni e Co. Yamaguchi et al. (2015) sugere que 
Clethra barbinervis tem um mecanismo específico de transporte e acumulação de 
Co, permitindo ser transportado de forma mais eficiente que o Ni, podendo distinguir 
entre Ni e Co durante o transporte e acumulação nas folhas, mas não durante a 
absorção radicular. 
As folhas jovens de Clethra barbinervis são usadas na primavera como uma 
comida local tradicional por populações locais no Japão, e a casca dessa planta 
também é preferida por veados Cervus nippon. A variação sazonal em 
concentrações de elementos das folhas indica que as folhas jovens contêm cobre 
(Cu) a elevada concentração e que comê-los na primavera pode significar 
suplementação para escassez de minerais nos alimentos durante a temporada de 
inverno. As altas concentrações de Cu e Zn na casca pode explicar a preferência 
dos veados. As elevadas concentrações de metais pesados nas folhas maduras, 
não teriam vantagens do ponto de vista nutricional, além de conter metabólitos 
secundários, tornando as folhas maduras inadequadas como alimentos (AZUMA et 
al., 2016). 
As plantas são suscetíveis à toxicidade de metais pesados e respondem de 
diversas maneiras para evitar efeitos prejudiciais. Considerando que muitas 
espécies evitam a absorção de metais pesados do solo, outras podem acumular 
concentrações significativamente altas, até níveis que excedem aos do solo (plantas 
hiperacumuladoras). A tolerância a metais pode se dar através de múltiplos 
mecanismos, como a desintoxicação por meio de quelação de metais por proteínas 
de baixo peso molecular, outras apresentam a capacidade de acumular quantidades 
significativas de metais e compartimentá-las na parede celular, no vacúolo ou citosol 
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para torna-los não tóxicos ou mantê-los afastados dos metabólitos ativos nas células 
das plantas (MEMON; SCHRÖDER, 2009).  
Clethra barbinervis não é utilizada para fitoextração, porém é util para a 
fitostabilização, que diminui a biodisponibilidade de metais pesados no solo através 
da precipitação de metais pesados em formas menos solúveis por metabólitos 
vegetais e microbianos ou acumulação de tecidos radiculares, resultando na inibição 
da dispersão de metais pesados fora de um ambiente poluído. (YAMAJI et al., 2016)  
Clethra barbinervis tem reconhecida capacidade de acumular os metais 
pesados Cd, Zn e Co (MEMON; SCHRÖDER, 2009; YAMAGUCHI et al., 2015). 
Em estudos relatados por Robert Turgeon (2004), verificou a produção de 
sacarose como principal açúcar, após exposição a CO2 em folhas maduras de 
Clethra barbinervis, e observou seu carregamento através do floema, por arranjo de 
células em pequenas veias relativamente simples, com soluto de elementos no 
interior da veia flanqueado por células companheiras que se encostam diretamente à 
bainha do feixe. As veias menores de Clethra barbinervis não contêm células 
intermediárias verdadeiras, com base na estrutura plasmodesmata (indicadas para o 
transporte de oligossacarídeos). As células de veias menores do floema e do 
mesófilo estão ligados por numerosos plasmodesmos por onde ocorre o transporte 
da sacarose. 
A partir de um extrato de metanólico das folhas de Clethra barbinervis 
Siebold & Zucc, três novos glicosídeos triterpênicos foram isolados: Ryobunins A, B 
e C; juntamente com quatro compostos conhecidos. Suas estruturas foram 
elucidadas com base na evidência química e espectral por SUGIMOTO et al. (2013). 
Um extrato de Clethra barbinervis foi fracionado e teve seus resultados 
guiado por um ensaio, que conduziram a um efeito inibidor na atividade de 
hialuronidase. A partir das frações ativas, sete novas saponinas triterpênicas e uma 
nova lignana foram isolados juntamente com 14 compostos conhecidos. Algumas 
das saponinas foram reveladas como inibidores de hialuronidase semelhantes a 
epicatequina (MURATA et al., 2013). 
Em sua pesquisa, Igarashi et al. (2003), na triagem dos inibidores do 
crescimento do tubo de pólen, identificou a clethramicina a partir do caldo de 
fermentação de uma estirpe de actinomicetos Streptomyces hygroscopicus TP-
A0623. A cepa produzida foi isolada de uma raiz de Clethra barbinervis coletada em 
Toyama, Japão. A clethramicina mostrou atividade antifúngica in vitro contra 
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levedura, como Candida albicans e C. glabrata com concentração inibitória mínima 
(CIM) de 0,5 a 8 μg / ml (IGARASHI et al., 2003). 
Martínez et al. (2015) realizaram a triagem dos principais compostos 
fenólicos de extratos metanólicos utilizando cromatografia líquida de alta 
performance com detecção por espectrometria de massa de ionização (HPLC-ESI-
MSn) em espécies nativas do Arquipélago da Madeira (Portugal), entre as quais, foi 
analisada Clethra arborea. 
Clethra arborea Aiton, também conhecida como a árvore do lírio-do-vale ou 
“folhado”, é uma planta florida no gênero Clethra. É nativa para a Ilha da Madeira, 
extinta nas Ilhas Canárias (Espanha) e uma espécie invasora nos Açores (Portugal). 
Os principais grupos encontrados na análise dos extratos de folhas de Clethra 
arborea foram ácidos fenólicos (hexose, ácido quínico e derivado, ácido cafeico, 
ácido tartárico, ácido caftárico, ácido hidroxiferulico glicosídeo e ácido rosmarínico); 
procianidinas (dímeros e trímeros); flavonoides (catequina e derivado; rutina; 
derivados do caempferol, caempferol 3-rutinosideo); diversos glucurônidos 
(quercetina-3-O-glucuronido, eriodictilol glucuronido, naringenina); outros compostos 
(oleuropeína, ácidos oxo-di-hidroxi-octadecenóico e tri-hidroxi-octadecenóico, 
delfinidina glucuronido) (MARTÍNEZ et al., 2015). 
Para o Brasil, são referidas duas espécies, Clethra uleana Sleumer, 
documentada apenas na Região Sul, e Clethra scabra Pers., com três variedades 
segundo Sleumer (1967), Clethra scabra var. laevigata (Meissn.) Sleumer e Clethra 
scabra var. scabra são indicadas para a Bahia, chegando até a Região Sul, 
enquanto Clethra scabra var. venosa (Meissn.) Sleumer ocorre no Rio de Janeiro, 
em São Paulo e na Região Sul (PERDIZ et al., 2015). 
2.5 ESPÉCIE Clethra scabra Pers. 
Clethra scabra ocorre na Argentina, Brasil, Bolívia, Equador e Peru. No 
Brasil, ocorre desde a Bahia até todos os estados das Regiões Sul e Sudeste 
(PERDIZ et al., 2015). Está presente nos domínios da Caatinga (em florestas de 
altitude na Chapada Diamantina) e da Mata Atlântica (em florestas ombrófilas 
densas, de terras baixas ou submontana). Floresce principalmente de novembro a 
março e frutifica de outubro a abril (GUIMARÃES et al., 2014). 
O nome Clethra origina-se da espécie tipo Clethra alnifolia L. Cujo 
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significado provém do latim scabra, cujo significado quer dizer: áspero, rugoso, 
escabro. 
Popularmente é conhecida como: carne de vaca, caujuja, vassourão, peroba 
brava, peroba café, pau de cinzas e guaperê. O nome popular carne de vaca está 
associado à cor da madeira por parecer com a coloração das carnes bovinas que é 
avermelhada. Sua madeira é utilizada na fabricação de engradados, forros, 
brinquedos, lenha e carvão (BIONDI; LEAL, 2009). 
São árvores ou arbustos de até 6 metros de altura, tronco geralmente pouco 
tortuoso, com 15 a 20cm de diâmetro, com ramificações finas e pequena copa, 
arredondada ou um pouco alargada. Sua folhagem é densa e discolor, verde escura 
na face superior da folha e acinzentada em baixo, com nervuras salientes. Suas 
folhas são subespatuladas. A casca é cinza, quase lisa nos exemplares menores e 
fissurada nas árvores velhas. Inflorescências em racemos axilares e terminais, com 
12 a 16 cm de comprimento (SIMÕES et al., 2007). 
Clethra scabra Pers. possui folhas inteiras, simples com filotaxia alterna e 
sem estípulas. Esta espécie apresenta caducifolia total durante o final do período 
seco que corresponde ao final do inverno, mas os indivíduos quando perdem 
totalmente as folhas velhas, já apresentam o brotamento de novas folhas 
(GRAMIGNA, 2012). É uma pioneira, segundo Nappo et al. (2004), e heliófita, 
segundo Polisel; Franco (2007), ocorrendo nos afloramentos de arenitos, beira e 
interior dos capões. 
Quanto a caracterização anatômica, as folhas de Clethra scabra são 
dorsiventrais e hipoestomática, com epiderme multiseriada e estômatos localizados 
apenas na face abaxial, recobertos por tricomas tectores estrelados em alta 
densidade na face abaxial, porém em baixíssima densidade na face adaxial. 
Mesófilo com parênquima paliçádico bem espesso, e o parênquima lacunoso 
relativamente compacto. Nervura central circunscrito por cordões do xilema bem 
desenvolvido, e feixe vascular envolvido por bainha esclerenquimática. 
(GRAMIGNA, 2012) 






QUADRO 2 - ENQUADRAMENTO TAXONÔMICO DE Clethra scabra Pers. Cronquist (1981) APG III 
- THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP (2009) 
CLASSIFICAÇÃO TAXONÔMICA 
Cronquist (1981) Angiosperm Philogney Group 
APG III (2009) 
DIVISÃO Magnoliophyta CLADO Asterids 
CLASSE Magnoliopsida ORDEM Ericales 
SUBCLASSE Dilleniidae FAMÍLIA Clethraceae 
ORDEM Ericales GÊNERO Clethra 
FAMÍLIA Clethraceae ESPÉCIE Scabra 
GÊNERO Clethra   
ESPÉCIE Scabra   
FONTE: A autora (2018). 
 
As variedades de Clethra scabra: C. scabra var. laevigata e C. scabra var. 
scabra, são normalmente diferenciadas com base em caracteres foliares. Clethra 
scabra var. scabra apresenta folhas subcoriáceas a coriáceas, com face abaxial 
tomentoso-ferrugínea, enquanto Clethra scabra var. laevigata apresenta folhas 
papiráceas, com face abaxial tomentosa e cinéreo alvacenta. A maioria dos 
indivíduos que ocorre nas montanhas da Chapada Diamantina apresenta lâminas 
foliares mais rígidas e coriáceas, enquanto os indivíduos que ocorrem ao longo da 
Floresta Atlântica apresentam geralmente lâminas mais papiráceas. Entretanto, 
alguns indivíduos não se encaixam neste padrão e há uma grande sobreposição em 
relação ao indumento foliar (PERDIZ et al., 2015). 
As variedades de Clethra scabra Pers., são muito homogêneas quanto a 
estrutura anatômica, sendo difícil distingui-las. (ARAÚJO; MATTOS FILHO, 1982). 
Clethra scabra Pers., em estudo fitossociológico, foi considerada uma 
espécie dominante da planície de inundação, com um alto índice de valor de 
importância em ambas as áreas, refletindo sua adaptação a este tipo de solo 
(GRAMIGNA, 2012). Foi observado em estudo comparativo de folhas e caules de 
Clethra scabra Pers. de florestas semidecidual com solos bem drenados e sem 
déficit hídrico em períodos de seca, com aqueles de floresta higrófila com área 
alagada em todas as estações do ano. Gramigna (2012), verificou que nas florestas 
higrófilas a população de Clethra scabra Pers. apresentava menores alturas, raios e 
volumes caulinares e folhas com menor espessura ao longo das estações quando 
comparadas com as árvores da floresta estacional semidecidual, onde apresentou 
maior índice de herbivoria. Talvez o fato das partes aéreas apresentarem diferenças 
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no porte das árvores de acordo com características do solo, deva ocorrer também 
diferenças no teor dos metabólitos secundários, o que aumenta a presença de 
herbivoria. 
A FIGURA 1 apresenta a distribuição da espécie no Brasil. 
 




Clethra scabra está entre as cinco espécies mais abundantes inventariadas 
na regeneração natural de duas áreas colonizadas por Pteridium aquilinum em 
Bocaina de Minas, MG, apresentando o maior número total de indivíduos 
encontrados, com maior densidade e frequencia absoluta e relativa, além de maior 
valor de importância (RIBEIRO et al., 2013). 
Machado et al. (2013), em estudo Fitossociológico na Floresta Ombrófila 
Mista (FOM), presente nos estados do Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, 
destacou a espécie Clethra scabra Pers., entre as 20 espécies com maior incidência 
nos três estratos do fragmento florestal estudado, sendo estes: FOM Montana, FOM 
Montana de Bordadura e FOM Aluvial. Também citada por Ramos (2003), entre as 
18 espécies mais importantes encontrada na borda do capão da FOM do Parque 
Estadual Vila Velha em Ponta Grossa/Pr. Mazza et al. (2000) citou Clethra scabra 
entre as espécies de maior destaque no sub-bosque dos bracatingais da região 




A FIGURA 2 apresenta uma ilustração da espécie. 
 
FIGURA 2– ILUSTRAÇÃO DA ESPÉCIE Clethra scabra Pers. 
 
FONTE: FLORA BRASILIENSIS Vol. VII, Fasc. 35 Prancha 64 Publicado em 10-Jul-1863 
 
A espécie possui potencial para o paisagismo de grandes áreas, a árvore é 
rústica e de crescimento rápido, recomendada para a composição de 
reflorestamentos heterogêneos destinados à recuperação da vegetação de áreas 
degradadas, restauração de áreas de preservação permanente e de ambientes 
ripários. O chá́ das sementes na medicina popular é indicado como purgativo, 
devendo ser consumido em doses fracas (MARQUES, 2007). 




FIGURA 3 - Clehtra scabra Pers. 
 
FONTE: Lorenzi (1998) 
 
Em ensaios fitoquímicos realizados na casca de 18 espécies florestais, entre 
estes Clethra scabra, coletadas da Serra da Cantareira, reserva do Instituto Florestal 
em São Paulo, revelou a presença das seguintes classes de compostos: alcaloides, 
saponinas e taninos (MARQUES, 2007). 
A presença de compostos fenólicos como metabólitos secundários é 
significativo em Clethra scabra, apresentando relevância para a indústria 
farmacêutica e de alimentos visto os benefícios oriundos desta classe. 
2.6 COMPOSTOS FENÓLICOS 
Os compostos fenólicos são metabólitos que estão presentes nos vegetais 
de forma livre ou ligados a açúcares (glicosídeos) e proteínas, e encontram-se entre 
os metabólitos com maior ocorrência no reino vegetal. Englobam tanto moléculas 
simples como também com alto grau de polimerização. Atualmente são encontradas 
mais de 4000 estruturas fenólicas conhecidas. A grande variedade destes 
compostos deve-se a ligação com hidroxilas, metoxilas e conjugados com açucares. 
Incluem fenóis simples, ácidos fenólicos (derivados do ácido benzoico e cinâmico), 
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos hidrolisáveis e condensados, lignanas e 
ligninas. Atuam principalmente como fitoalexinas, atrativos para polinizadores, 
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pigmentação da planta, antioxidantes e fotoproteção, entre outros (Hirota et al., 
2016). 
Os compostos fenólicos podem ser sintetizados por plantas e 
microrganismos, sendo 40% provenientes da via do acetato, formados via ciclização 
da cadeia linear, e os demais 60% são oriundos da rota do chiquimato. A biossíntese 
dos compostos fenólicos é mais pronunciada durante o crescimento da planta 
(HOLIMAN et al., 1996).  
Os compostos fenólicos de origem vegetal podem ser classificados em dois 
tipos: os flavonoides e os não flavonoides. 
 2.6.1 Compostos Fenólicos tipo não Flavonoides 
Os denominados não flavonoides são classificados por Melo; Guerra (2002) 
como: 
- Derivados da estrutura química C6-C1 específicas dos ácidos hidroxi 
benzoico, gálico e elágico; 
- Derivados das estruturas químicas C6-C3 específicas dos ácidos cafêico e 
p-cumárico hidroxi cinamatos; 
- Derivados das estruturas químicas C6-C2-C6 específicas do trans 
resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-glucosídio. 
2.6.2 Compostos Fenólicos tipo Flavonoides  
Os compostos fenólicos denominados de flavonoides compreendem um 
grande grupo de compostos químicos com um esqueleto de carbono C6-C3-C6, onde 
C6 são estruturas de anéis aromáticos exemplificado na FIGURA 4.  
A atividade biológica dos flavonoides foi observada pela primeira vez em 
1936 por Rusznyàk e pelo bioquímico húngaro Albert Szent-Györgyi, em uma 
mistura de duas flavonas que evidenciaram interferência na redução da fragilidade e 
permeabilidade capilar em humanos. Foram denominados de vitamina P (de 
permeabilidade), devido os flavonoides favorecerem a função da vitamina C, 
melhorando sua absorção, protegendo de oxidação. Mas a denominação de 
vitamina P teve o uso deste termo abandonado por volta de 1950 devido não causar 





FIGURA 4 - REPRESENTAÇÃO DO ESQUELETO DE CARBONO C6-C3-C6 DOS 
FLAVONOIDES 
 
FONTE: A autora (2018) 
 
Os flavonoides são formados a partir da combinação de derivados 
sintetizados da fenilalanina (via metabólica do ácido chiquímico) e ácido acético. A 
presença nos vegetais varia conforme exposição à luminosidade, principalmente 
raios ultravioletas, visto que a formação dos flavonoides é acelerada pela luz. 
Também são conhecidos como polifenóis e usualmente ocorrem na forma de 
glicosídios (DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004) . 
A estrutura dos flavonoides está baseada no núcleo flavilium (FIGURA 4), o 
qual consiste de três anéis fenólicos. Conforme sua disposição estrutural, grau de 
hidroxilação, outras substituições e conjugações, além do grau de polimerização 
geram as variedades existentes de flavonoides. Como exemplo, o terceiro anel do 
núcleo flavilium pode ser um pirano heterocíclico, gerando as estruturas básicas das 
leucoantocianinas (ou proantocianinas ou catequinas) e as antocianidinas, sendo 
denominado de núcleo flavan. Se no terceiro anel apresentar uma pirona, formam-se 
flavonas, flavonóis, flavononas, isoflavonas, chalconas e auronas, recebendo a 
denominação de núcleo 4-oxo-flavonoide (FIGURA 5). Os flavonoides ocorrem em 
plantas sempre acompanhadas por glicídios, recebendo a denominação de 
glicoflavonoide, com exceção do grupo das leucoantocianinas, neste caso, a 
estrutura recebe o nome de aglicona (AHERNE; O’BRIEN, 2002). 
Os efeitos bioquímicos e farmacológicos dos flavonoides são muito vastos, 
destacando-se as ações antioxidantes, vasodilatadores, anti-inflamatórias, 
estimulantes do sistema imunológico, antialérgicas, antivirais, antibactericidas, 




FIGURA 5 - ESTRUTURAS QUÍMICAS DAS SUBCLASSES DOS FLAVONOIDES 
 
FONTE: Pedriali (2005) 
 
Os flavonoides realizam a proteção dos vegetais através da ação contra 
danos causados por radiação UV em folhas jovens, pela ação antioxidante, inibição 
enzimática e promoção da resistência a patógenos, como fungos, insetos e 
bactérias. (HARBORNE; WILLIAMS, 2000). 
A importância dos flavonoides em plantas também se deve à classificação 
taxonômica, por sua presença relativamente abundante em quase todo o reino 
vegetal, com especificidade em determinadas espécies, seu acúmulo com menor 
influência do meio ambiente, estabilidade e facilidade na identificação HARBORNE; 
WILLIAMS, 2000). 
Os flavonoides podem inibir enzimas, tais quais: a prostaglandina sintetase, 
a lipoxigenase e ciclooxigenase, estando relacionadas diretamente com a 
tumorogênese. Também são capazes de induzir enzimas como a glutationa S-
transferase, e em alimentos poupam o consumo de vitamina C, evitando a formação 




QUADRO 3 - PRINCIPAIS SUBCLASSES DOS FLAVONOIDES 
Subclasses Flavonoides representativos 
Antocianidina Cianidina 
Flavanol Catequinas, epicatequinas, procianidina 
Flavonona Hesperidina, naringenina 
Flavona Apigenina, luteolina 
Flavonol Quercetina, miricetina, rutina 
Isoflavona Genisteína, daizeína 
FONTE: Van Acker et al. (1996) com modificações 
 
Os taninos são classificados em dois grupos principais, o primeiro grupo são 
denominados taninos hidrolisáveis, que incluem os galitaninos e os elagitaninos, 
polímeros derivados dos ácidos gálico e elágico, sendo comumente utilizados para a 
curtição de couros (BOBBIO; BOBBIO, 1989). 
O outro grupo é denominado de taninos condensados e são encontrados em 
maior quantidade e de maior importância em alimentos. Apresentam estrutura 
semelhante aos flavonoides, com coloração variando do vermelho ao marrom. 
Conferem características ditas como “o corpo da fruta”, mas quando em quantidades 
maiores conferem aos frutos e outros alimentos características adstringente, que é 
devido à propriedade que os taninos apresentam de precipitar proteínas. Quando em 
contato com as proteínas da saliva, forma um complexo insolúvel que popularmente 
se caracteriza pela sensação de adstringência (BOBBIO; BOBBIO, 1989). 
- Antocianinas: são um grupo de pigmentos vegetais hidrossolúveis, 
amplamente distribuídos no reino vegetal. Atualmente se conhece 20 antocianinas, 
mas apenas 6 delas são importantes na tecnologia de alimentos: pelargonidina, 
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina. As demais são 
relativamente raras e são normalmente encontradas em flores e folhas 
(DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). 
- Antoxantinas: são agentes quelantes, ou seja, capazes de sequestrar 
metais, tendo função antioxidante em óleos e gorduras. Embora tenha seu emprego 
limitado devido sua limitada solubilidade em meio oleoso. Os flavonóis: quercetina, 
caferol e miricetina conferem adstringência ao chá preto, onde são encontrados em 
grande quantidade. A rutina e fitoestrógenos também representam esta classe.  
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Os flavonoides também apresentam outras atividades como antimutagênica, 
anti-hipertensiva, antiproliferativa, estrogênica e às vezes antiestrogênica 
(DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). 
A rutina deriva da quercetina, e liga-se por meio de ligação glicosídica a esta 
na posição 3 do anel pirano central. A rutina é parcialmente solúvel em água, e mais 
estável que a quercetina na presença de baixas concentrações de álcalis. Em 
soluções ácidas, a rutina é hidrolisada em quercetina, que é relativamente estável 
nestas condições (PEDRIALI, 2005). 
A rutina e quercetina, flavonoides comumente encontrados em plantas, têm 
ação terapêutica em patologias que envolvem radicais livres, não são tóxicas, 
principalmente a rutina. Podem inibir a formação de radicais livres em vários 
estágios, reagindo com o íon superóxido e radicais peroxilas lipídicos, formando um 
complexo com o ferro, que é um catalisador da formação de radicais de oxigênio 





3 MATERIAL E MÉTODOS   
3.1  OBTENÇÃO DO MATERIAL VEGETAL 
É apresentado um fluxograma resumido, com as etapas de procedimentos e 
execuções da pesquisa, a partir da espécie vegetal. 
 
FIGURA 6- FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA PESQUISA 
 




As folhas e caules da espécie Clethra scabra Pers. foram coletados em 
março de 2016 na localidade Capão do Cifloma, no Campus Jardim Botânico da 
UFPR, em Curitiba, coordenadas geográficas 25°26’48.5” S 49°14’22.5” W. 
 














FONTE: A autora (2016) 
 
A referida planta foi identificada pelo professor Cristopher T. Blum da 
Universidade Federal do Paraná – UFPR, em 27/03/2016, e submetida à confecção 
de exsicata que se encontra depositada no Herbário no Museu Botânico Municipal 





FIGURA 8 - EXSICATA DA ESPÉCIE Clethra scabra Pers. 
 
FONTE: A autora (2018) 
 
A identificação botânica é um dos passos mais importantes para que qualquer 
pesquisa possa ser reproduzida. Para que o estudo com plantas, independente da 
área de atuação, mereçam confiabilidade, é necessário a correta identificação da 
espécie. 
A descrição da morfologia e anatômica evidencia caracteres específicos da 
espécie, designados como marcadores, que podem servir para discriminar as 
46 
 
espécies. A análise morfológica fundamenta-se na observação dos caracteres 
macroscópicos e a análise anatômica revela as características microscópicas.  
As folhas e caules foram secas em temperatura ambiente, local fresco e 
arejado, protegidos de raios solares e umidade por cerca de 10 dias. A secagem tem 
por finalidade a interrupção de reações de hidrólise e contaminação microbiana que pode 
ocorrer com a planta fresca. 
Posteriormente foram reduzidos a fragmentos de pequenas dimensões em 
moinho de facas e martelo, a fim de aumentar a superfície de contato do material 
com o líquido extrator (etanol absoluto) durante a extração etanólica. Este material 
foi submetido ao processo de extração para a realização dos ensaios fitoquímicos, 
atividades biológicas e antioxidantes propostas. 
A utilização da espécie vegetal Clethra scabra Pers., possui autorização das 
atividades de acesso ao patrimônio genético, expedido pelo Instituto Brasileiro do 
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) através do projeto 
“Estudo Químico e Biológico das Espécies Vegetais” constante no processo de n° -
02001.001165/2013-47.  
3.2  ESTUDO MORFOANATÔMICO 
A identificação botânica é um dos passos mais importantes para que qualquer 
pesquisa possa ser reproduzida. Para que o estudo com plantas, independente da 
área de atuação, mereçam confiabilidade, é necessário a correta identificação da 
espécie. 
A descrição da morfologia e anatômica evidencia caracteres específicos da 
espécie, designados como marcadores, que podem servir para discriminar as 
espécies. A análise morfológica fundamenta-se na observação dos caracteres 
macroscópicos e a análise anatômica revela as características microscópicas 
(SIMÕES et al., 2007).  
3.2.1 Preparo do material vegetal 
As pesquisas referentes aos caracteres morfoanatômicos foram realizados  
com folha desenvolvida e caule. Para esta análise, foram retiradas folhas adultas e 
os fragmentos de caule e fixados em FAA 70 (formaldeído, ácido acético e álcool 
etílico 70°), em proporção 0,5:0,5:9, e estocados em etanol a 70% v/v (BERLYN et 
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al., 1976). A fixação foi realizada para bloquear imediatamente o metabolismo das 
células, preservando-as (JOHANSEN, 1940). 
3.2.2 Preparo das lâminas 
3.2.1.1 Lâminas semipermanentes 
As lâminas semipermanentes foram preparadas com secções transversais e 
paradérmicas à mão livre, de amostras do caule e folha. Os cortes foram corados 
por meio de dupla coloração com azul de astra e fucsina básica, para corar 
estruturas acidófilas e basófilas respectivamente. Para a montagem das lâminas foi 
utilizada gelatina glicerinada (BERLYN et al., 1976). 
3.2.1.2 Técnica de diafanização ou clareamento 
 Para melhor visualização dos tecidos, parte das amostras foram 
diafanizadas e coradas com dupla coloração. Parte do material vegetal seccionado 
foi deixado em água, e em seguida, foi clarificado em placa de Petri, utilizando como 
alvejante uma solução de hipoclorito de sódio a 30%.  
Após o clareamento, a amostra foi lavada em água destilada por 6 vezes. 
Alguns cortes foram corados por meio de dupla coloração com azul de astra e 
fucsina básica, e então efetuado o processo de montagem da lâmina com gelatina 
glicerinada (FUCHS, 1963). 
3.2.1.3 Testes histoquímicos 
Para a realização dos testes histoquímicos, foram feitas secções transversais 
a mão livre do material fixado, selecionando os melhores cortes e submetidos aos 
seguintes reagentes, conforme QUADRO 4, posteriormente sendo lavados em água 
destilada e montados com gelatina glicerinada.  
Para comparação foi montada uma lâmina controle com os cortes sem reação 
com corantes sendo montados da mesma forma. 
Os resultados dos testes histoquímicos e da análise anatômica foram 





QUADRO 4 – TESTES HISTOQUÍMICOS EMPREGADOS NOS CORTES DO CAULE E DA FOLHA 







  REFERÊNCIA  
(I) Amido Lugol 5 minutos Azul negro ou marrom escuro 




Fenólicos FeCl3 10minutos 
Negro azulado 
ou verde escuro 





Apolares, oleosas ou 
cerosas) 




  Berlyn et al. 
(1976) 
 









celulose de azul 
    
 
3.2.3 Microscopia eletrônica de varredura 
A análise ultra estrutural de superfície foi realizada por microscopia eletrônica 
de varredura (MEV) segundo Souza (2007) em alto vácuo. 
Amostras do caule e folha, previamente fixados em FAA 70, foram 
desidratados em série etanólica e posteriormente via ponto crítico no aparelho 
(CPD-030, Balt-Tec®). Após ponto crítico, as amostras foram aderidas em suporte 
metálico com fita de cobre e metalizado com ouro no aparelho SCD-030, Balzers 
Sputtering®.  
As eletromicrografias foram realizadas no microscópio eletrônico de varredura 
(Jeol JSM 6360 LV), no Centro de Microscopia Eletrônica da UFPR. 
3.3 ENSAIOS DE PUREZA 
3.3.1 Análise Térmica 
A análise por termogravimetria (TG) foi realizada para avaliar a estabilidade 
térmica do material obtido. A TG é uma técnica da análise térmica na qual a variação 
de massa da amostra (perda ou ganho) é determinada em função da temperatura 
e/ou tempo, enquanto a amostra é submetida a uma programação controlada de 
temperatura. Essa técnica permite o conhecimento das alterações na massa das 
substâncias provocadas pelo aquecimento, estabelecendo a faixa de temperatura 
em que os constituintes começam a se decompor, quando adquirem composição 
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química fixa, definida e constante, permitindo acompanhar a evolução das reações 
como desidratação, oxidação, combustão Martins et al. (2005).  
A TG é um método rápido e simples para identificação e controle de 
qualidade de vegetais, possui como benefício a utilização de pequena quantidade de 
amostra, a rapidez de resultados, a limpeza da técnica e apresenta baixo custo 
operacional. Tornando-se uma ferramenta nos estudos tecnológicos para 
padronização das matérias-primas vegetais. 
As curvas de TG foram obtidas visando conhecer seu perfil de decomposição 
térmica. Amostras com aproximadamente 10 mg de folhas e caules secos de Clethra 
scabra, foram aquecidas a uma taxa constante de 10ºC.min-1, sendo obtidas no 
intervalo de temperatura entre 20 e 600°C, sob fluxo de nitrogênio (20 mL.min-1), em 
célula calorimétrica de alumina aberta. O instrumento analisador térmico marca STA 
6000 (PERKIN ELMER, Whaltam, MA, Estados Unidos) foi calibrado usando Índio 
(In; PF: 156,6ºC; ΔHfusão: 28,54 J.g-1) como padrão.  
3.3.2 Determinação de umidade 
Para determinação da água (teor de umidade) presente nas folhas e caule 
de Clethra scabra foi empregado o método gravimétrico (dessecação) descrito na 
Farmacopeia Brasileira 5° edição BRASIL (2010). Este método consiste em pesar de 
2 a 5 g da planta seca e triturada, e transferir para seis cadinhos, previamente 
tarados nas mesmas condições adotadas para a amostra, durante 30 minutos. O 
material vegetal permaneceu em estufa a 100-105°C durante cinco horas, sendo 
então resfriado em dessecador e novamente pesados até observação de peso 
constante. 
O resultado é apresentado em porcentagem de umidade em relação ao 
material vegetal seco ao ar, por meio da fórmula: 
% de umidade = Pu – Ps x 100 
       Pa 
Onde: 
Pa = peso da amostra inicial; 
Pu = peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecação; 
Ps = peso do cadinho contendo a amostra após a dessecação. 
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3.3.3 Determinação de cinzas totais 
A quantificação destes compostos é avaliada por meio da determinação do  
resíduo por incineração, onde a planta calcinada à alta temperatura, resulta em 
compostos minerais na forma de cinzas. Ao exceder os limites propostos, a análise 
 pode detectar possibilidades de adulteração e contaminação. 
Para determinação de cinzas totais, foi empregado o método descrito na 
Farmacopeia Brasileira 5° edição BRASIL (2010), em que o material vegetal (caule e 
folha separadamente) foram pesados e transferidos para seis cadinhos (calcinados, 
resfriados e pesados), e levados a incineração até eliminação total do carvão (não 
ultrapassando 600°C) por um período de 6 horas em mufla, e resfriado em 
dessecador. Realizando novamente a pesagem e cálculo da porcentagem de cinzas 
em relação ao material vegetal original seco, por meio da fórmula: 
 
% de cinzas = P2 – P1 x 100 
          P3 
 
 Onde: 
P1 = Peso do cadinho após a calcinação e esfriamento (tarado cadinho); 
P2 = Peso do cadinho com amostra após a calcinação e esfriamento em 
dessecador; 
P3 = Peso da amostra inicial. 
3.4 ANÁLISE FITOQUÍMICA PRELIMINAR 
Para o estudo fitoquímico das partes aéreas de Clethra scabra foi utilizada a 
metodologia desenvolvida por Moreira (1979), com adaptações realizadas por 
Miguel (2003). A partir do material vegetal moído, foram preparados extratos 
hidroalcoólico e aquoso de folhas e galhos, os quais passaram por reações 
colorimétricas ou precipitação. 
3.4.1 Preparo do extrato hidroalcoólico a 20%  
O extrato hidroalcoólico a 20% foi preparado por maceração de 40g de 
material vegetal seco e moído de caule e folha separadamente. em 200mL de álcool 
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etílico a 70% v/v, em banho-maria a 70°C por 1 hora, o qual foi filtrado em papel de 
filtro completando-se o volume para 200mL com álcool 70% v/v. 
Em seguida, o extrato alcoólico foi concentrado até um terço do seu volume 
para eliminar o excesso de álcool etílico e diminuir a imiscibilidade do meio quanto 
aos solventes orgânicos. E então, realizado o particionamento com solventes de 
polaridade crescente: hexano, clorofórmio e acetato de etila, em funil de separação. 
Por meio da solubilidade, estes solventes utilizados no particionamento orientam a 
pesquisa dos compostos químicos, em relação a sua estrutura molecular, conforme 
afinidade segundo polaridade. 
 Para cada fração foi utilizado 5 vezes com 40 mL de cada solvente. O funil 
de separação foi agitado, ocorrendo a separação da fração dissolvida, sendo o 
volume das frações completados para 200 mL com os respectivos solventes. Esse 
procedimento foi repetido com o clorofórmio e acetato de etila, obtendo-se 200 mL 
de cada fração. O resíduo do extrato é chamado de fração hidroalcoólica e seu 
volume completado para 200 mL com etanol 70%. As frações foram mantidas 
refrigeradas até a realização das pesquisas de cada marcador. 
A partição do extrato tem por objetivo pesquisar os seguintes grupos 
fitoquímicos: alcaloides, leucoantocianidinas, glicosídeos flavônicos, glicosídeos 
cumarínicos, substâncias iridoidais, glicosídeos antraquinônicos e esteroides e/ou 
triterpenos. 
3.4.1.1 Pesquisa de alcaloides 
Os alcaloides são compostos de caráter básico, sua solubilidade nos 
diferentes solventes varia em função do pH, na forma básica é solúvel em solventes 
orgânicos e insolúvel em solventes aquosos, na forma de sal é solúvel em solventes 
aquosos e insolúvel em solventes orgânicos Miguel (2003). 
As técnicas de reconhecimento são baseadas na capacidade que tem os 
alcaloides no estado de sal (extratos ácidos), de combinar-se com o iodo e metais 
pesados como bismuto, mercúrio, tungstênio formando precipitados Miguel (2003). 
A pesquisa qualitativa de alcaloides foi feita com os reativos conhecidos 
como reativos gerais de alcaloides: mercúrio tetraiodeto de potássio (Reativo de 
Mayer), tetraiodeto bismuto de potássio (Reativo de Dragendorff) e iodo-iodeto de 
potássio (reativo De Bouchardat). 
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De cada fração de caule e folha foi retirada uma amostra de 50mL, e levado 
em funil de separação, sendo agitado por duas vezes com 10mL de HCl 1%, a 
fração hidroalcoólica foi evaporada em banho-maria a 50°C, tendo seu resíduo 
dissolvido em 1 mL de etanol e acrescido de 20mL de HCL 1%. Para cada amostra 
testada foram feitos 5 tubos de ensaio, cada um com 2 mL do respectivo extrato 
clorídrico, para cada tubo sendo adicionada duas gotas de um dos reativos. 
Foi considerada positiva a presença de alcaloides na amostra com as 
seguintes visualizações para os reativos: 
 Mayer: formação de precipitado branco ou leve turvação branca. 
 Dragendorff: formação de precipitado de coloração tijolo. 
 Bouchardat: formação de precipitado de coloração alaranjada. 
Havendo formação de precipitado com qualquer dos reagentes, deve-se 
adicionar 2ml de solução alcoólica de ácido tartárico 5%. Se ocorrer a dissolução do 
complexo formado, a reação é considerada positiva. 
Para cada amostra, foi utilizado um único tubo com o extrato, que serviu 
como controle negativo. 
3.4.1.2 Pesquisa de leucoantocianidinas 
As leucoantocianidinas são consideradas flavonoides monoméricos 3,4-dióis 
ou raramente 4-óis. Explica-se a reação pela redução da leucoantocianidina de 
coloração amarelo, em presença de HCl (ácido clorídrico), em antocianidina de 
coloração vermelha, produzindo o deslocamento batocrômico da Banda I. Por outro 
lado, reagem com as proteínas da saliva, sendo esta reação a responsável pela 
adstringência evidenciada pelos vinhos. 
Para esta reação, foram levados a secura 10mL das frações hexano, clorofórmio 
e acetato de etila de caule e folha em 3 cápsulas de porcelana e depois dissolvidas com 
5mL de etanol. A fração hidroalcoólica também teve seu volume transferido, porém não 
necessitava de concentração. Posteriormente foi adicionado 5 gotas de HCl 
concentrado, sendo então levado ao aquecimento até ebulição. A reação é positiva 
quando observar efeito batocrômico com o desenvolvimento de coloração vermelha 
(ADAM et al., 2008). 
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3.4.1.3 Pesquisa de heterosídeo flavônico 
O termo flavonoide foi introduzido em 1952 por Geissiman e Hinibeiner e 
descoberto pelo prêmio Nobel em Bioquímica Dr. Albert Szent-Gyorgi. 
Foram realizadas duas técnicas para identificação de flavonoides. 
3.4.1.3.1 Pesquisa de flavonoides 
Cada fração de caule e folha teve 20mL levados à secura e dissolvidos 
posteriormente com 10ml de etanol, com excessão da fração hidroalcoólica. Dessas 
frações 5mL foram transferidos para tubos de ensaio. 
Os tubos de ensaio foram colocados na capela em um béquer contendo 
gelo, devido a ocorrência de uma reação exotérmica na etapa posterior.  Assim, em 
cada tubo foram adicionados 200mg de magnésio em pó, e após 1 mL de HCl 
fumegante lentamente. O resultado é considerado positivo quando ocorrer o 
desenvolvimento de coloração rosa. 
3.4.1.3.2 Teste do oxálico bórico ou Reação de Taubock 
Foram transferidos para cada cápsula de porcelana 10 mL das frações: 
hexano, clorofórmio, acetato de etila e hidroalcoólico de caule e folha, e levados à 
secura em banho-maria. A cada resíduo, foram adicionadas 5 gotas de acetona e 
30mg de mistura de ácido bórico com ácido oxálico (1:1), os quais foram levados a 
secura e redissolvidos com 5 mL de éter etílico. Este volume foi transferido para 
tubos de ensaio para visualização de fluorescência em câmara de luz ultravioleta. A 
reação positiva desenvolve fluorescência amarela esverdeada, explicada pela 
formação de quelatos. 
3.4.1.3.3 Pesquisa de dihidroflavonóides 
Em cápsulas de porcelana foram adicionados 10mL de cada fração de 
ccaule e folha, os quais foram levados à secura. O resíduo foi aquecido em fogareiro 
com alguns cristais de acetato de sódio, 0,1mL de anidrido acético e 0,1mL de HCl 
concentrado. O desenvolvimento de coloração roxa é indicativo de reação positiva. 
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3.4.1.4 Pesquisa de cumarinas 
Para a pesquisa de cumarinas, as frações hexano, clorofórmio e acetato de 
etila de caule e folha foram concentradas até 5ml em banho-maria a 50°C. 
A fração hidroalcoólica foi levada até pH 1 por adição de HCl 2N e 
concentrada até volume de 5mL, esta mistura foi resfriada e transferida para um funil 
de separação para extração com éter etílico (2x10mL); essas frações etéreas das 
duas extrações foram reunidas e concentradas em banho-maria até volume de 5mL. 
Das frações obtidas foram transferidos 3mL para tubos de ensaio, sendo 
adicionado 2mL de NaOH (hidróxido de sódio) 1N recém preparado. Os tubos foram 
levados para a câmara de luz ultravioleta em 366nm, ficando expostos em repouso 
por 15 minutos. A reação é positiva quando for observada fluorescência azul ou 
verde amarelada. 
Paralelamente, com o restante dos extratos etéreos, foram marcados, em 
um papel de filtro, três pontos com manchas de aproximadamente 1 cm de diâmetro. 
As manchas 1 e 2 foram tratadas com NaOH 1N e, sobre a mancha 1, colocada uma 
moeda, depois sendo levada à câmara de ultravioleta a 366nm, deixando em 
exposição por 15 minutos. A reação é positiva com o desenvolvimento de 
fluorescência, com coloração azul ou verde amarelada na mancha 2.   
3.4.1.5 Pesquisa de substâncias iridoidais 
Os iridoides são substâncias que normalmente apresentam dez átomos de 
carbono e podem ser divididos em iridoides glicosídeos, secoiridoide glicosídeo e 
iridoides não glicosídeos. Para a pesquisa qualitativa, foram preparadas 3 reações 
de identificação. 
Na primeira reação, foram transferidos 2 mL de frações hidroalcoólica, 
hexano, clorofórmio e acetato de etila de caule e folha para tubos de ensaio. Aos 
tubos, foram adicionados pequena quantidade de cristais de floroglucinol e 1 mL de 
ácido clorídrico reagente. O desenvolvimento de coloração verde escura indica 
reação positiva. 
Na segunda reação, foram transferidos 2 mL de frações hidroalcoólica, 
hexano, clorofórmio e acetato de etila de caule e folha para tubos de ensaio. Aos 
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tubos, foram adicionadas duas gotas de ácido sulfúrico reagente e o 
desenvolvimento de coloração rosa violáceo indica reação positiva. 
Na terceira reação, foram transferidos 2 mL de frações hidroalcoólica, 
hexano, clorofórmio e acetato de etila de caule e folha para tubos de ensaio. Aos 
tubos, foram adicionados 0,5 mL de solução alcoólica de vanilina 1% e duas gotas 
de ácido sulfúrico. O desenvolvimento de coloração rosa cereja indica reação 
positiva. 
3.4.1.6 Pesquisa de heterosídeos antraquinônicos 
Antraquinonas e naftoquinonas são polifenóis que em solução alcalina 
formam fenolatos hidrossolúveis com coloração rósea, devido à presença de 
hidrogênio ácido nas hidroxilas fenólicas que reagem com a solução alcalina. 
Em balões de fundo chato foram transferidos 30mL das frações de caule e 
folha, juntamente com 5mL de solução aquosa de ácido sulfúrico a 10%. A mistura 
foi deixada em refluxo por 30 minutos, e posteriormente filtrada, adicionando-se em 
seguida 30mL de água destilada. 
A fração hidroalcoólica foi transferida para funil de separação para extração 
com 2 porções de 10 mL de éter etílico. 
O extrato etéreo e as demais frações de caule e folha foram concentradas 
em banho-maria, até um volume de 5 mL, os quais foram transferidos para tubos de 
ensaio. Para efetuar a reação de Bornträger, foram adicionados 5 mL de solução de 
NH4OH (hidróxido de amônia), sob lenta agitação. A reação é considerada positiva 
com observação de coloração vermelha na solução alcalina devido à ionização das 
hidroxilas fenólicas, indicando a presença de naftoquinonas e/ou antraquinonas. 
3.4.1.7 Pesquisa de esteroides e triterpenos 
Foram evaporados 30 mL de cada fração de caule e folha até a secura e os 
resíduos redissolvidos em 5mL de clorofórmio e filtrados em algodão. De cada uma 
das amostras foram transferidos para três tubos de ensaio os volumes: 0,1mL; 0,5 
mL e 1,0 mL; e após sendo completado para 2mL com clorofórmio. 
Para a pesquisa de esteroides e triterpenos foram realizadas duas técnicas: 
 Reação de Liberman-Bouchard 
Para essa reação, foram adicionados aos tubos de ensaio 1mL de anidrido acético e 
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lentamente 2mL de ácido sulfúrico concentrado. 
A coloração indica: 
- Rósea ou azul: presença de função carbonila na posição 3 e dupla ligação 
nas posições 5 e 6 ou 7 e 8 do anel aromático; 
- Verde: função hidroxila em 3 e dupla ligação entre 5 e 6 ou 7 e 8 do anel 
aromático; 
- Amarela: grupamento metila no carbono de posição 14. 
 Reação de Keller Kelliani 
Em quatro tubos de ensaio, foram transferidos e levados à secura 2mL das 
frações hexano, clorofórmio, acetato de etila e hidroalcoólica de caule e folha, 
preparados anteriormente. Os resíduos foram dissolvidos com 2mL de ácido acético 
glacial e 0,2mL de solução aquosa de cloreto férrico 1%. Transferindo-se então as 
misturas para tubos de ensaio já contendo 2mL de ácido sulfúrico. 
O desenvolvimento de coloração azul ou verde na zona de contato entre as 
duas fases indica a presença de desoxiaçúcares, sendo: 
- Azul: esteroides; 
- Verde: triterpenos. 
3.4.2 Preparo do Extrato Aquoso 
O extrato aquoso foi realizado pesando 40g do vegetal moído caule e folha 
separadamente e adicionando 200mL de água destilada (líquido extrator) em banho-
maria por 1 h à 70°C (maceração a quente) em frasco aberto. Depois o material 
resultante foi filtrado e completado o volume com água até 200mL. Nesses extratos 
são pesquisados os seguintes grupos fitoquímicos: glicosídeos antociânicos, 
saponinas, glicosídeos cianogenéticos, taninos condensados e hidrolisáveis, 
aminogrupos, ácidos fixos, ácidos voláteis. 
3.4.2.1 Pesquisa de Heterosídeos Antociânicos 
As antocianinas estão presentes nas plantas na forma de sais como 
pigmentos hidrossolúveis, os quais são encontrados principalmente nas flores, frutos 
e tecidos. Apresentam colorações que se modificam com variações no pH. Em 
presença de base, as antocianinas reagem com as hidroxilas fenólicas livres e 
apresentam coloração azul, devido a estrutura quinoide. Já com ácidos, há a 
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formação de sais de oxônio que são corados em vermelho Miguel (2003). 
Nesta técnica, são transferidos 5mL do extrato aquoso em 3 tubos de 
ensaio. No primeiro foi acidificado colocando HCl 1% até pH 4, a reação é 
considerada positiva com o aparecimento de tons avermelhados; o segundo foi 
alcalinizado com NaOH até pH 10, e considerado positivo se observado tons 
azulados; e o terceiro tubo de ensaio foi neutralizado até pH 7, sendo indicativo de 
reação positiva o desenvolvimento de coloração de tons violáceos. 
O desenvolvimento de coloração verde em algum dos 3 tubos indica a 
presença de flavonoides. 
Depois 10mL do extrato foi extraído com álcool butílico em funil de 
separação (2x10mL). Sendo reunido as duas frações obtidas em uma cápsula de 
porcelana e concentradas até 5mL. Foram adicionadas 5 gotas de HCl concentrado 
e aquecidos até ebulição. O desenvolvimento de coloração vermelha indica a 
presença de antocianidina. 
3.4.2.2 Pesquisa de Heterosídeos Saponínicos 
As saponinas esteroidais possuem características de formação de espuma 
estável devido a elevada tensão superficial e propriedades de hemolize. Elas são 
esteroides glicosídeos com presença de um núcleo epirostano. 
Para essa pesquisa qualitativa, são utilizados três tubos de ensaio com a 
mesma quantidade de extrato (5mL), esses foram agitados energicamente por cinco 
minutos medindo em seguida a espuma formada. Após repouso de 30 minutos, a 
presença de saponinas é confirmada pela formação de espuma persistente com 
altura superior a 1 cm. 
3.4.2.3 Pesquisa de Heterosídeos Cianogênicos 
Nesta técnica, foi utilizada a reação de isopurpurato de sódio, a qual se 
baseia na formação de isopurpurato alcalino, a partir do ácido pícrico, na presença 
de liberação de ácido cianídrico. 
A um tubo de ensaio, foi adicionado 5 mL do extrato aquoso, 
cuidadosamente a fim de não umedecer as paredes do tubo, e 1mL de ácido 
sulfúrico 10% ou 1N. Foi suspendida uma tira de papel picrossódico, com o auxílio 
de uma rolha de cortiça, cautelosamente a fim de que a tira não entrasse em contato 
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com o extrato. 
O tubo de ensaio contendo o extrato aquoso e reagentes foi mantido em 
banho-maria (60°C) por 30 minutos. O resultado positivo para heterosídeos 
cianogênicos é observado pelo desenvolvimento de coloração marrom a vermelho 
no papel picrossódico. 
Para o preparo do papel picrossódico, tiras de papel de filtro com 1cm de 
largura foram embebidas em solução de ácido pícrico 1% e secas ao abrigo da luz. 
As tiras pícricas secas foram embebidas em solução de carbonato de sódio 10%, e 
secas e armazenadas em frasco âmbar. 
3.4.2.4 Pesquisa de taninos 
Para a pesquisa de taninos, foi realizada a reação de cloreto férrico e a 
reação com formol clorídrico (Ensaio de Staniasny), onde são identificados a 
presença de taninos condensados e hidrolisáveis. 
Taninos condensados ou proantocianidinas são derivados de catecois, 
produtos do metabolismo do fenilpropanol e possuem a característica de não serem 
hidrolisados por ácidos. Taninos hidrolisáveis são ésteres de ácidos fenólicos, como 
ácido gálico e ácidos elágicos glicosilados, formados a partir do chiquimato. 
3.4.2.4.1 Cloreto Férrico 
Os taninos são facilmente oxidados por influência de metais, como o cloreto 
férrico. Para esta pesquisa, 1 mL de extrato aquoso e 5 gotas de cloreto férrico 1% 
foram adicionados em tubo de ensaio. O desenvolvimento de coloração azul indica 
reação positiva para taninos, coloração verde indica flavonoides e marrom indica 
polifenóis; com formação ou não de precipitado – resultado positivo para taninos. 
3.4.2.4.2 Reação com formol clorídrico (Reação de Staniasny) 
Em balão de fundo chato, foram adicionados 30 mL do extrato aquoso, 6 mL 
de formaldeído 40% e 4 mL de ácido clorídrico 37%. O balão foi acoplado ao 
condensador de bolas e levado a refluxo por 1 hora. Após resfriamento, o extrato 
formol-clorídrico foi filtrado e reservado para a pesquisa de taninos hidrolisáveis. 
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O material retido no filtro foi lavado com uma solução de etanol 50% e 
acrescido de gotas de solução aquosa de hidróxido de potássio 5%. Ao gotejar o 
hidróxido de potássio, o desenvolvimento de coloração verde indica reação positiva 
para taninos condensados. 
No filtrado reservado, foi adicionado excesso de acetato de sódio, sem 
agitação, e gotas de solução aquosa de cloreto férrico 1%. Ao adicionar o cloreto 
férrico, o desenvolvimento de coloração azul indica reação positiva para taninos 
hidrolisáveis. 
3.4.2.5 Pesquisa de ácidos voláteis 
Ácidos voláteis são líquidos voláteis ou gases, os quais podem ser 
evaporados e caracterizados por destilação. Nesta técnica, 10 mL de extrato aquoso 
foram acidificadas com 1 mL de ácido sulfúrico 1N em tubo de ensaio, cuidando para 
não umedecer a parede do tubo. 
Esse teste foi realizado da mesma maneira que o teste para heterosídeos 
cianogenéticos, mas com uma fita de pH. A fita de pH foi suspensa com o auxílio de 
uma rolha de onça, cuidadosamente a fim de que a tira não entrasse em contato 
com o extrato. O tubo foi levado em banho-maria a 60°C por 30 minutos. A presença 
de ácidos voláteis é indicada pela coloração da fita para valores abaixo de pH 7. 
3.4.2.6 Pesquisa de ácidos fixos 
Ácidos fixos são líquidos ou sólidos pouco voláteis. Em um balão, foram 
adicionados 20 mL do extrato aquoso e 2 mL de NaOH (hidróxido de sódio) 1N, e 
acoplado ao balão um condensador de bolas permanecendo em refluxo por 30 
minutos. Após o resfriamento, seu conteúdo foi acidificado com ácido sulfúrico 1N 
(pH 3) e extraído em funil de separação, com 3 porções de 10 mL de éter etílico. Os 
extratos etéreos foram reunidos e tratados com carvão ativado, sendo em seguida 
filtrados e evaporados em banho-maria (50°C) até a secura. O resíduo foi deixado 
em estufa a 100°C por 10 minutos, resfriado e adicionado 5 mL de NH4OH 1N, e a 
solução foi filtrada. 
Em uma tira de papel de filtro foram feitas três manchas (3 gotas em cada 
mancha) com o resíduo amoniacal, deixando na estufa até secar. A primeira continha 
apenas o extrato amoniacal, a segunda continha extrato amoniacal sobre o qual foi 
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gotejado o reativo de Nessler, e a terceira continha apenas o reativo de Nessler. Se 
formação de coloração diferente marrom na segunda mancha, em relação a primeira 
e terceira é indicativa de presença de ácidos fixos. Os ácidos fórmico, propiônico e 
aminoacético não formam manchas, pois não fixam a amônia, apresentando reação 
negativa. 
3.4.2.7 Pesquisa de amino grupo 
Neste teste, 10 mL do extrato aquoso foram concentrados até 5mL a 
temperatura de 60°C no banho-maria. Em uma cromatoplaca de CCD foram 
depositadas 5 gotas desse extrato concentrado, e após secas, sobre a mancha foi 
gotejado reativo de ninhidrina, uma segunda mancha foi feita no papel apenas com o 
reativo de Ninhidrina, utilizado como controle. A fita foi levada a estufa por 15 
minutos com temperatura de 90-100°C. A coloração azul-violácea indica a presença 
de aminogrupos. 
A ninhidrina, um agente oxidante, transforma o grupo amino de alfa amino 
ácido, oxidando-o, em grupo imino e hidrindantina. O imino ácido formado se 
decompõe em amônia e em alfa ceto ácido, este a quente se transforma em aldeído 
com um átomo de carbono a menos, liberando CO2. A hidrindantina reage com a 
amônia formando um complexo de coloração púrpura, o qual reage com outra 
amônia formando o complexo final de coloração azul escuro. 
3.5 OBTENÇÃO DO EXTRATO BRUTO ETANÓLICO E FRAÇÕES 
3.5.1 Extrato Bruto etanólico 
As partes aéreas de Clethra scabra, caule e folha, foram secos e moídos 
separadamente e submetidos individualmente à extração em sistema fechado a 
quente no aparelho de Soxhlet, o qual continha uma placa porosa e algodão para 
conter o material vegetal. Este aparelho foi acoplado a um condensador de bolas e a 
um balão de fundo redondo contendo pérolas de vidro. O solvente utilizado para a 
extração foi o álcool etílico absoluto (PA) como líquido extrator. Esse sistema 
fechado a quente em aparelho de Soxhlet sofreu aquecimento, quando colocado sob 
uma manta a aproximadamente 80°C. Então, foi deixado em refluxo por um período 
de 15 horas, para a obtenção do extrato alcoólico, que foi recolhido no balão por 
61 
 
extração do meio solvatado. Através do aquecimento, o solvente é evaporado e o 
condensador de bolas faz com que esse solvente volte e percorra novamente o 
material vegetal. O aparelho de Soxhlet é economicamente viável, visto que o 
solvente é reutilizado em toda a extração (CARVALHO et al., 2009). 
Terminada as extrações, cada material foi filtrado e concentrado em 
evaporador rotatório com pressão reduzida à temperatura de 50°C e 90 rpm até a 
redução a 1/5 de seu volume inicial, adquirindo aspecto de extrato fluido. Ao final 
das extrações, foram obtidos o extrato bruto da folha (EBF) e o extrato bruto do 
caule (EBC), sendo ambos armazenados em frascos, a temperatura ambiente, até o 
momento do fracionamento. 
3.5.2 Determinação do teor de sólidos 
Após o preparo do extrato, foi realizado a determinação do teor de sólidos 
baseando-se na eliminação total da fase líquida por secagem do produto proveniente 
da extração dos componentes solúveis, possibilitando o cálculo do seu rendimento. 
Para esta determinação, foi utilizada a metodologia descrita na Farmacopeia 
Brasileira 5° edição. Depositou-se 2 mL do extrato bruto etanólico de caule e folha 
separadamente, em 3 placas de petri, previamente dessecadas e taradas. Em 
seguida, levadas à estufa a 100 ° C por 3 horas e posteriormente pesadas até a 
obtenção de peso constante. A diferença entre o peso da placa com o resíduo sólido 
do extrato e a placa vazia fornece o teor de sólidos em 2 mL do extrato. O resultado 
é apresentado em quantidade de sólidos em porcentagem em relação a massa do 
material vegetal seco coletado. 
3.5.3 Fracionamento  
O extrato bruto de caule e folha foram usados para a obtenção das frações 
por partição líquido/líquido com solventes de diferentes polaridades. Para obter as 
frações a partir do extrato bruto etanólico (EB) foi utilizado um aparelho de Soxhlet 
modificado, e solventes em ordem crescente de polaridade (n-hexano, clorofórmio, 
acetato de etila), quanto a porção final residual foi denominada de fração 
hidroalcoólica remanescente. O fracionamento dos extratos brutos em escala de 
polaridade crescente é realizado para auxiliar na identificação das classes de 
metabólitos com atividades nos bioensaios. Além de facilitar a identificação, a 
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possibilidade de isolamento de metabólitos é muito maior desta forma, se 
comparada às tentativas baseadas apenas no extrato bruto. 
Todo o sistema foi levado ao aquecimento em refluxo contínuo por 6 horas 
aproximadamente, para que os solventes possam realizar uma adequada extração. 
Para a extração com solventes mais densos que o extrato bruto é necessário 
utilizar cartucho de vidro e funil adaptado até a base do cartucho em aparelho de 
Soxhlet convencional. Neste caso, o solvente contido no balão é aquecido e 
evaporado e, após condensação, goteja dentro do funil, passando por dentro do 
cartucho. Assim, o extrato é particionado de baixo para cima, promovendo o arraste 
de substâncias por afinidade. Duas aberturas na parte superior do cartucho 
permitem a saída do solvente (depois da extração), preenchendo o espaço entre o 
cartucho e as paredes do aparelho, para que as substâncias extraídas sejam 
descarregadas sobre o conteúdo do balão. Dessa forma, todo o extrato é 
concentrado no balão, visto que o líquido extrator evapora puro para ser condensado 
e repetir a extração. 
Ao final do processo, todas as frações foram submetidas à destilação no 
aparelho de soxhlet, para remoção do solvente e levadas à secura em banho-maria 
(40-50°C). 
Por fim, foram obtidas oito frações (quatro de folhas e quatro do caule: 
hexânica (FHF e FHC), clorofórmica (FCF e FCC), acetato de etila (FAF e FAC) e 
residual (FRF e FRC) correspondendo a quatro polaridades. Estas frações foram 
avaliadas nos bioensaios e demais testes juntamente com os próprios extratos 
brutos, totalizando dez amostras analisadas. 
O Soxhlet modificado e a metodologia utilizam a auto renovação do solvente e 
tem patente de modelo industrial no INPI sob o n° 0601703-7 A2 (MIGUEL, 2003) 
(CARVALHO et al., 2009). 
3.5.4 Análise fitoquímica por cromatografia de camada delgada 
O teste fitoquímico é importante para o conhecimento dos grupos químicos 
presentes nos extratos, bem como no conhecimento da separação destes 
constituintes químicos e identificação de grupos de metabólitos secundários nas 
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A realização deste método permite o monitoramento do conteúdo coletado. A 
identificação dos grupos de metabólitos secundários em extratos vegetais, obtém-se por 
meio de reveladores específicos para cada grupo de metabólito onde este apresentará 
uma mudança de coloração por meio da reação entre a substância e a solução 
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reagente em iluminação ambiente ou em ultravioleta, utilizando cromatografia de 
camada delgada (CCD), nos extratos e frações obtidos. 
Para a realização do ensaio em CCD, foi utilizado cromatoplacas de sílica 
gel 60 UV, cortadas no comprimento de 2,5 cm de largura por 5 cm de comprimento. 
As amostras foram aplicadas com capilar de modo que os pontos de aplicação 
fiquem concentrados em uma pequena área. 
Após a eluição da fase móvel pela cromatoplaca, o solvente foi seco e 
utilizados reveladores específicos para os grupos de metabólitos secundários 
presentes no quadro abaixo. 
3.6 SEPARAÇÃO DE COMPOSTOS 
Após a obtenção das frações hexano e acetato de etila das folhas e caule de 
Clethra scabra, foram realizadas colunas cromatográficas utilizando como fase 
estacionária sílica gel e fase móvel a mistura dos solventes hexano e acetato de 
etila, inicialmente partindo-se de 100% hexano até 100% acetato de etila e 
finalizando até 100% de metanol para extrair compostos de maior polaridade.  Nas 
misturas realizadas foram utilizados volumes máximos de 100ml, aumentando-se o 
gradiente de polaridade de 10mL em 10mL. Conforme a fase móvel ia passando 
através da fase estacionária de sílica gel, os compostos presentes foram sendo 
arrastados segundo a polaridade e acondicionados em frascos de 20mL que 
posteriormente foram levados à secura em temperatura ambiente para cristalização 
dos compostos. 
Também foi realizada coluna cromatográfica com a fração remanescente 
hidroalcoólica, com fase estacionária de sílica gel, embora para fase móvel utilizou-
se a mistura dos solventes acetato de etila e metanol, inicialmente partindo-se de 
100% acetato de etila até 100% metanol, com volumes máximos de 100ml, 
aumentando o gradiente de polaridade de 10ml em 10ml; finalizando com acetona, e 
finalmente água; e levados à secura. 
Esta técnica utiliza processos cromatográficos para separação, análise e 
identificação de compostos de um determinado extrato, segue princípios básicos 
como: montagem de coluna ou placa; colocação da amostra; travessia da fase móvel 
pela fase estacionária; visualização das diferentes áreas de separação dos 
compostos, ou extração das substâncias retidas na fase estacionária. A 
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cromatografia de coluna é uma das mais utilizadas para separação e isolamento dos 
constituintes do extrato em análise (SIMÕES et al., 2007). 
3.6.1 Análise dos constituintes químicos por CLAE/DAD  
Para a verificação do perfil da amostra, foi utilizado cromatografia líquida de 
alta eficiência (CLAE). O frasco frasco 4 do processo de separação e isolamento em 
coluna de sílica gel da fração acetato de etila da folha (FAF 4) foi diluída em MeOH a 
uma concentração de 20,00 mg.mL-1 e submetida à análise por CLAE Merck Hitachi 
– Elite Lachrom, com detector diodo (DAD) em 295 nm, coluna XTerra® RP18 5 μm, 
4,6x250 mm, volume de injeção de 20 μL, fluxo 1,00 mL min-1. Como fase móvel foi 
utilizado gradiente de concentração o sistema H2O:H3PO4 a 0,1% (A) e MeOH (B) na 
seguinte programação: 1-45 min, iniciando com 10% de fase B e finalizando em 45 
min com 100% de fase B. O MeOH utilizado foi grau HPLC (TEDIA) e a água MilliQ. 
3.6.2 Identificação dos constituintes químicos separados 
Para a identificação das substâncias obtidas no processo de separação, 
utilizou a metodologia de espectroscopia de ressonância magnética nuclear, 
observando os núcleos de 1H à 200 MHz em espectrofotômetro Brucker® modelo 
DPX, realizado no Laboratório de RMN do Departamento de Química da 
Universidade Federal do Paraná. Os deslocamentos químicos foram expressos em 
ppm em relação ao sinal do TMS (tetrametilsilano) em 0 ppm. O solvente utilizado na 
espectroscopia de RMN de 1H foi DMSO deuterado. 
Baseado nos dados espectrais de RMN a identificação de todas as 
substâncias foi realizada por comparação destes com dados disponíveis na 
literatura. 
3.7 ENSAIOS BIOLÓGICOS 
Os métodos utilizados para avaliação de toxicidade dos extratos brutos e 
frações do caule e folha da espécie Clethra scabra foram toxicidade sobre o 
microcrustáceo Artemia salina e atividade hemolítica in vitro. Tratam-se de testes 
preliminares que possibilitam fazer inferências relativas a toxicidade dos produtos 
estudados e permitem que se pensem outros testes que avaliem a toxicidade de 
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forma mais ampla, sendo ótima ferramenta no estudo de plantas (BEDNARCZUK et 
al., 2010). 
3.7.1 Ensaios de Toxicidade frente a Artemia salina 
Artemia salina Leach são microcrustáceos da classe Anostraca, amplamente 
utilizado para a determinação preliminar de toxicidade de extratos, frações ou 
compostos isolados de plantas, por meio de estimativa da concentração letal (CL50) 
capaz de matar 50% dos náuplios, tendo como principais vantagens sua fácil 
obtenção, seu baixo custo, rápida realização do ensaio, não exigindo técnicas 
assépticas, além da simplicidade de execução, pois podem ser observados a olho 
nu, ou com auxílio de microscópio (MEYER et al., 1982).  
Para a realização do teste seguiu-se a metodologia descrita por Meyer et al. 
(1982), na qual recomenda-se o preparo das seguintes etapas: 
A solução salina é preparada com 38g de sal marinho (23 g NaCl, 11 g 
MgCll2·6H2O, 4 g Na2SO4; 1,3 g CaCl2·2H2O ou CaCl2·6H2O; 0,7 g KCl) e 1.000ml 
de água destilada. O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0 com carbonato de sódio para 
evitar o risco de morte das larvas durante a incubação, que são sensíveis ao pH 
abaixo de 6 ou acima de 10,5 (LEWAN et al., 1992). 
Os ovos do crustáceo Artemia salina (200 mg/400 ml) foram colocados na 
água do mar artificial para eclodir por 48 horas sob agitação e aeração constante, e 
expostos à iluminação (20 W) sobre o recipiente. A temperatura foi controlada entre 
27°C e 30°C. 
Paralelamente, foram preparadas soluções com o extrato bruto e frações 
hexano, clorofórmio, acetato de etila e hidroalcoólica remanescente de folhas e 
caule de Clethra scabra, nas concentrações de 10, 100 e 1000 μg.mL-1, todas em 
triplicata. As amostras foram diluídas em metanol e colocadas em frascos 
adequados e posteriormente colocados em estufa a 37°C para total eliminação do 
solvente de diluição. Como controle positivo, foi utilizado sulfato de quinidina, nas 
mesmas concentrações das amostras e como controle negativo foi utilizado o 
metanol e salina.  
Após a eclosão dos ovos, 10 náuplios de Artemia salina foram transferidos 
para os frascos contendo as frações e controles, com adição de salina suficiente 
para completar o volume para 2,5mL e visualizar os crustáceos. Após 24 horas, 
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realizou-se a contagem das larvas mortas e vivas com auxílio de lupa e iluminação 
incandescente. Os dados foram analisados por meio do programa SPSS pelo 
método estatístico Probitos com 95% de intervalo de confiança procedendo-se aos 
cálculos e determinados os valores de CL50. As frações são consideradas tóxicas 
quando CL50 for menor que 1000 μg.mL-1 (MEYER et al., 1982). 
3.7.2 Atividade hemolítica com hemácias em suspensão 
Para avaliação da atividade hemolítica proposta, foram testados o extrato 
bruto e frações obtidas a partir das folhas e caule de Clethra scabra Pers. A 
determinação das porcentagens de hemólise das amostras foi realizada seguindo a 
metodologia descrita por Aslam et al. (2011). 
Foram transferidos 3 mL de sangue de carneiro (Newprov) previamente 
homogeneizado sob leve agitação, para um tubo de falcon e centrifugados durante 5 
minutos a 3000 rpm. Retirado e desprezado o sobrenadante, lavou-se as hemácias 
com 5 ml de Salina tamponada com fosfatos (PBS) gelado (4°C), e centrifugado 
novamente. Foram realizadas 6 lavagens sequenciais com PBS e descartando-se 
sempre o sobrenadante, até obtenção de sobrenadante incolor, a fim de retirar todo 
o material hemolisado. Em seguida, foi realizado uma diluição a 2% com a papa de 
eritrócito utilizando como diluente o PBS. 
Para o preparo da solução mãe dos extratos e frações de folhas e caule de 
Clethra scabra na concentração de 1000 μg/mL, em metanol, e sequencialmente, 
preparado soluções nas concentrações 500, 200 e 100 μg/ml. 
Foram preparadas amostras de Rutina 1000 μg/mL, como padrão negativo e 
Saponina 1000 μg/mL (em água destilada) como padrão positivo e o Triton 0,1% 
como padrão 100% de hemólise. 
Também foi utilizado como controle negativo o solvente metanol, o qual foi 
utilizado para preparar as amostras em diferentes concentrações, e o PBS. 
Após o preparo das soluções e diluições, o teste foi realizado utilizando-se 
eppendorfs de 1,5 mL, no qual adicionou-se 20 μL de cada solução da amostra e 
controles, e a estes, adicionado 180 μL de solução de eritrócitos a 2%. 
Como branco do teste, foram procedidos a colocação de 20 μL de cada 




Os tubos de eppendorfs foram homogeneizados manualmente sobre leve 
agitação e incubados durante 30 minutos em estufa a temperatura de 37°C. Após, 
os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos a fim de interromper o 
processo, sendo então centrifugados os eppendorfs por 5 minutos a 3000 rpm. 
Após a centrifugação, foram retirados 100 μL do sobrenadante de cada 
amostra/controle e diluídos em 900 μL de PBS gelado e misturados bem. Essa 
diluição é necessária para evitar que a leitura do controle positivo ultrapasse a lei de 
Lambert-Beer no espectrofotômetro, que estabelece uma relação entre a 
absorbância de uma solução e a sua concentração, quando atravessada por uma 
radiação luminosa. 
Foram transferidos 200 μL da diluição para uma placa de 96 poços de fundo 
chato. O teste foi realizado em triplicada, e a leitura em espectrofotômetro realizada 
a 576 nm.  
Para cada valor de absorbância de amostra e controles, foi reduzido o valor 
correspondente ao branco. 
A porcentagem de hemólise em relação ao controle foi calculada de acordo 
com a fórmula abaixo: 
 
% hemólise = (AbsA / AbsT) *100 
 
Onde, AbsA = absorbância da amostra e AbsT = absorbância do triton.  
Os cálculos procedem para os padrões saponina e rutina, bem como 
também para os controles metanol e PBS, dessa forma pode-se comparar as 
amostras estatisticamente com estes. 
3.7.3 Atividade Alelopática 
Foram utilizados os métodos com adaptações descritos por FERREIRA; 
AQUILA (2000). O organismo-teste utilizado neste bioensaio foi sementes de 
Lactuca sativa (dicotiledônea), variedade Baba de Verão. Os bioensaios da 
germinação das sementes, bem como do desenvolvimento das radículas e 
hipocótilos das plântulas foram realizados em câmara de germinação (BOD), 
contendo condições internas constantes de umidade e temperatura controlada (19,5-




Para os bioensaios de germinação, foi utilizada metodologia proposta por 
Macías et al. (2000). As sementes foram acondicionadas em placas de Petri (9,0 cm 
de diâmetro) contendo 2 papéis Whatman n°1, previamente autoclavados a 120°C 
por 1 hora e secos em estufa por 1 hora; foram colocados 5,0 ml da solução amostra 
preparada nas concentrações 500 μg/mL, 200 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL e 25 
μg/mL de folhas e caule, separadamente, de Clethra scabra, e mantidas à 
temperatura ambiente em fluxo laminar por 24 h para total evaporação do solvente. 
Após, realizou-se a adição de 5 mL de água destilada estéril, volume este 
equivalente a 2 vezes o peso do papel. 
Em seguida, foram semeadas sobre cada disco de papel Whatman n°1, 5 
diásporos da espécie alvo, em cada um dos quatro quadrantes totalizando 20 
diásporos por placa, representando a quadruplicata do teste. Como controle, foram 
utilizados o metanol e a água destilada, sendo o mesmo procedimento realizado. As 
placas de Petri contendo as diásporas foram levadas a BOD, agrupadas a cada 5 
placas em um mesmo saco plástico e vedado, e mantidas em idênticas condições 
ambientais conforme BRASIL (2009). 
Visando estabelecer essas condições mais adequadas para atingir os níveis 
de germinação satisfatórios, foram utilizados sacos plásticos, em que foram 
colocados 5 caixas ou placas para evitar a perda de umidade, e acondicionados de 
maneira a favorecer a circulação de ar entre as caixas no interior da câmara de 
germinação, disponibilizando quantidade adequada de oxigênio. A relação entre o 
número de sementes e o volume de ar na câmara, são inversamente proporcionais, 
tornando o nível de germinação mais baixo, por isso, utilizou-se 5 sementes por 
quadrante, sendo ao todo 20 sementes por caixa. O uso de sementes nestas 
condições permite uma redução na quantidade de composto teste, tornando assim 
possível aumentar o número e o alcance das espécies alvo. O uso da espécie 
Lactuca sativa, variedade Baba de verão, foi utilizada por apresentar maior 
crescimento e homogeneidade, com menor desvio padrão. Este fato melhora a 
reprodutibilidade do ensaio e aumenta o nível estatístico de aceitabilidade (MACÍAS 
et al., 2000). 
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Os resultados obtidos para os controles água e metanol nos testes, foram 
considerados como 100%. Os valores obtidos para as amostras foram relacionados 
a estes controles. 
Para a verificação da germinação, procedeu-se uma leitura diária, sempre no 
mesmo horário, abrindo-se as placas em fluxo laminar para impedir contaminação 
com microrganismos, com retirada das sementes germinadas. O experimento foi 
considerado concluído após sete dias de germinação. As sementes foram 
consideradas germinadas conforme descrito Adegas et al. (2003), ou seja, quando 
tornou-se visível que a protrusão da radícula atravessou o tegumento, e avaliado o 
percentual de germinação. Também calculou-se o IVG (Índice de velocidade de 
germinação) segundo Maguire (1962), através da razão entre o número de 
sementes germinadas na data pelo número do dia equivalente a germinação. 
Os dados obtidos foram submetidos ao Teste de Tukey, utilizando-se o 
programa estatístico SISVAR versão 5.6, e p˂0,05. 
3.7.3.2 Crescimento 
Para os bioensaios do desenvolvimento das radículas e hipocótilos das 
plântulas, as sementes foram acondicionadas em caixas Gerbox (11 x 11cm) 
contendo 2 folhas de papel Whatman n°1 estéreis; as quais foram umedecidas com 
6 mL da solução amostra preparada nas concentrações 500, 200, 100, 50 e 25 
μg/mL de folhas e caule (separadamente) de Clethra scabra, e mantidas à 
temperatura ambiente em fluxo laminar por 24 h para total evaporação do solvente. 
Após foi realizado a adição de 6 mL de água destilada estéril, equivalentes a duas 
vezes o peso do papel (MACÍAS et al., 2000). 
Em seguida, foram semeadas, igualmente no bioensaio para germinação, 
sobre os papéis Whatman n°1, 5 diásporos da espécie alvo, em cada um dos quatro 
quadrantes totalizando 20 diásporas por caixa. Como controle, também foram 
utilizados o metanol e a água destilada. 
As caixas Gerbox contendo as diásporas foram agrupadas a cada 5 caixas 
em sacos plásticos e vedadas, sendo então levadas para a câmara com temperatura 
e umidade constantes e hidratadas com água destilada estéril quando necessário. 
Após o período de 7 dias, as plântulas foram refrigeradas para a interrupção 
do crescimento e facilitar o manuseio destas (MACÍAS et al., 2000). 
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A medição da raiz (radícula) e do hipocótilo procedeu-se por meio de 
paquímetro digital com auxílio de pinça. 
Os resultados das leituras de crescimento foram submetidos ao Teste de 
Tukey para comparação das médias, utilizando-se o programa estatístico SISVAR 
versão 5.6. 
3.7.4 Atividade Antimicrobiana 
A atividade antimicrobiana testada in vitro para a espécie Clethra scabra 
Pers., foi realizada no laboratório de microbiologia da Universidade Estadual de 
Ponta Grossa, conforme método de microdiluição em caldo, com determinação da 
concentração inibitória mínima (CIM) (CLSI, 2015). 
A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) é definido como a 
mais baixa concentração capaz de inibir o crescimento bacteriano. É um teste de 
susceptibilidade utilizado para determinar a eficiência antibacteriana de extratos 
vegetais. 
É muito utilizada principalmente devido sua maior sensibilidade e uso de 
quantidades mínimas de reagentes, possibilitando maior número de réplicas e 
confiabilidade dos resultados (ROGINSKY; LISSI, 2005). Reduz o tempo com 
coletas e o diagnóstico de espécimes, é tecnicamente simples e precisa. Mais de 
90% dos isolados bacterianos são identificados no nível da espécie e 98% no nível 
do gênero, enquanto menos de 1% são incorretamente identificados (CLSI, 2015). 
O intervalo de concentração variou de 125 μg/mL a 4000 μg/mL. O volume 
final do teste foi de 200 μL (100 μL do extrato e frações diluídos e 100 μL da 
suspensão microbiana). 
O método de microdiluição da amostra em meio de cultura líquido utiliza 
placa estéril, com fundo chato, contendo 96 cavidades. As amostras foram testadas 
em diferentes diluições e a primeira cavidade, onde não se observou crescimento 
bacteriano, é chamada de concentração inibitória mínima. 
A Solução Estoque dos extratos e frações de folhas e caule de Clethra 
scabra foram preparadas com o dobro da maior concentração a ser testada, ou seja, 
16000 g/mL e esterilizadas por filtração (membrana milipore 0,22 μm – TPP, 
Trasadingen, Suiça). Foi realizada diluição seriada em caldo Mueller-Hinton (Merck, 
Darmstadt, Alemanha) distribuídos nas 96 cavidades das microplacas estéreis com 
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fundo chato, pipetando-se 100 L de caldo Mueller-Hinton (CMH) em todos os 
poços; após foi pipetado 100 L da Solução Estoque em cada poço da linha A; na 
sequência homogeneizou-se e transferiu 100 L da linha A para a linha B, e repetido 
o procedimento até a linha F, por fim desprezando-se os últimos 100 L. As linhas G 
e H contiveram somente caldo Mueller-Hinton para o controle positivo (C+) e o 
Controle negativo (C-). 
Os microrganismos utilizados foram as cepas de referência American Type 
Culture Collection (ATCC): incluíram como bactéria gram-positiva o Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, gram-negativa a Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, e como levedura Candida albicans ATCC 40175. 
As cepas foram preparadas em solução salina fisiológica na concentração 
de 1,0 x 108 UFC/mL, equivalente 0.5 da escala de McFarland. Posteriormente, 
foram diluídas em CMH até a concentração de 5,0 x 105 UFC/mL. Foram pipetados 
um volume de 100 μL nas cavidades, permanecendo uma concentração final de 104 
UFC/mL. 
Os testes foram realizados em triplicata. Foram pipetados 100 μL do inoculo 
microbiano por coluna até o poço G, quando então a concentração do extrato é 
reduzido a metade; sendo utilizado 3 colunas para cada bactéria teste (triplicata). 
Então foi pipetado 100 μL de salina em todas as cavidades da linha H. 
As microplacas foram fechadas e incubadas em estufa bacteriológica a 35 
°C por 18 a 24 horas. A fim de evitar interferência causada pela cor e/ou turbidez 
decorrente da reação do extrato/fração com caldo, foi realizada a diluição seriada e 
acrescentado 100 μL de salina (branco da reação). O controle da atividade inibitória 
dos diluentes, metanol e DMSO foi realizado semelhante à diluição seriada dos 
extratos e frações mais 100 μL dos inóculos bacterianos.             
Como controle foi utilizado o agente antimicrobiano Amicacina nas mesmas 
condições das amostras. 
Após a incubação, foi realizada a leitura da absorbância (625nm) em leitora 
de ELISA (Modelo EL800; BioTek, Highland Park, Winooski, VT, EUA). 
A CIM (concentração inibitória mínima) foi definida como a menor 
concentração de compostos capaz de impedir o crescimento bacteriano em no 
mínimo 80% em comparação ao Controle positivo. Resultados de CIM’s até 1000 
μg/mL foram classificadas com potencial atividade inibitória e CIM’s maiores que 
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1000 μg/mL sem atividade inibitória (HOLETZ et al., 2002) (SANTOS et al., 2008) 
(LEMOS et al., 2005). 
A susceptibilidade antimicrobiana in vitro, foi classificada de acordo com os 
valores da CIM da seguinte forma: CIM ≤ 100 μg / ml, bom; 100 > CIM ≤ 500 μg / ml, 
moderado; 500 > CIM ≤ 1000 μg / ml, fraco; CIM > 1.000 μg / ml, inativo (SANTOS et 
al., 2008) (HOLETZ et al., 2002). 
A CIM foi determinada da seguinte forma: 
- Absorbância do Teste (AT): Absorbância do Teste (AT) – Absorbância do 
Branco (AB) da reação; 
- Média das Absorbâncias do Teste (mAT) e do Controle positivo (mAC); 
- Cálculo do Percentual de Inibição (PI) utilizando a fórmula:  
PI= (mAT.100/ mAC) – 100. 
3.8 QUANTIFICAÇÃO DO CONTEÚDO DE COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS 
Foi utilizada a metodologia segundo Singleton (1999) com modificações, 
para a determinação do conteúdo de fenólicos. O reagente de Folin Ciocalteu 
contém ânions heteopoli-fosfotungstatos-molibdatos que em meio básico reagem 
com compostos fenólicos, fornecido pela adição de carbonato de sódio (NaCO3) à 
reação, ocorrendo a retirada de um hidrogênio ácido formando um ânion fenolato, 
que reduz o reagente de molibdato em óxido de molibdênio, formando um complexo 
molibdênio-tungstênio de coloração azul intensa, através de um provável mecanismo 
de transferência de elétrons (PRIOR et al., 2005) (ROGINSKY; LISSI, 2005) (TOMEI; 
SALVADOR, 2007) 
A partir de. amostras do extrato bruto e frações de caule e folha de Clethra 
scabra a 1mg/mL, solubilizadas em metanol, alíquotas foram transferidas  para tubos 
de ensaio com rosca e completados para 3,4 mL com água destilada, após 
solubilização foi adicionado 0,2 mL de reativo de Folin Ciocalteau 2N, 
homogeneizado e acrescentado 0,4mL de carbonato de sódio a 10%, agitado e 
permanecendo em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da 
luz, sendo então realizado a leitura em espectrofotômetro a 760 nm. Foi utilizado 
para construção da curva padrão o ácido gálico, e como branco a água, submetida 
igualmente às amostras. As leituras foram realizadas em triplicata. 
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O ácido gálico utilizado como controle, a partir dele foi construído uma curva 
analítica contendo 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5 e 20 μg/mL. Os valores obtidos 
foram colocados em tabela do programa Excel (concentração/absorbância) e 
construído um gráfico de dispersão, adicionando linha de tendência, exibindo 
equação do gráfico. 
O conteúdo de compostos fenólicos totais foi determinado por interpolação 
da absorbância das amostras frente à curva de calibração construída com o padrão 
ácido gálico, utilizando a seguinte equação: y=0,0088x-0,0381. Os resultados foram 
expressos em mg equivalente de ácido gálico (EG) por grama da amostra 
(mgEAG/g) (SINGLETON et al., 1999). 
Segundo Chew et al. (2011), a quantidade de fenóis totais nas plantas podem 
ser classificadas em quatro classes: alta (acima de 50 mg.EAG.g-1), média-alta (30-50 
mg.EAG.g-1), média-baixa (10-30 mg.EAG.g-1) e baixa (menor que 10 mg.EAG.g-1). 
3.9 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES 
A avaliação de uma possível atividade antioxidante exercida pela espécie 
Clethra scabra Pers., foi testada pelo método de formação do complexo 
fosfomolibdêmio e redução do radical DPPH.  
3.9.1 Formação do Complexo Fosfomolibdêmio 
A técnica de avaliação da atividade antioxidante com formação de complexo 
fosfomolibdênio foi descrita por Prieto et al. (1999). Ela permite caracterizar a 
atividade de compostos lipofílicos e hidrofílicos, medindo a capacidade antioxidante 
total. A técnica é fundamentada na redução do molibdato (VI) a molibdênio (V), pela 
amostra com capacidade antioxidante, e formação de um complexo fosfato-
molibdênio (V), de coloração verde em pH ácido, o qual é determinado 
espectrofotometricamente a 695 nm. 
O reativo utilizado na reação foi preparado no momento do uso, através da 
adição de 28 mL de fosfato de sódio 0,1M, 12 mL de molibdato de amônio 0,03M e 
20 mL de ácido sulfúrico 3M, sendo o volume completado para 100 mL com água 
destilada. As amostras testadas de extratos e frações de folhas e caule de Clethra 
scabra e soluções padrões de vitamina C e rutina foram preparadas em metanol na 
concentração de 200 μg/mL (BIANCO; SANTOS, 2003). 
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Em cada tubo de ensaio, foram pipetados 0,3 mL de amostra e 3 mL de 
reativo, sendo o mesmo preparo realizado para os padrões rutina, vitamina C e BHT. 
O branco, utilizado como controle negativo, continha 0,3 mL de metanol e 3 mL de 
reativo. Os tubos foram fechados e levados em banho-maria a 95°C por 90 minutos. 
Os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e então, foram realizadas 
as leituras das absorbâncias em espectrofotômetro em comprimento de onda de 695 nm. 
A atividade antioxidante relativa (AAR%) foi avaliada frente aos padrões 
rutina e vitamina C, conforme o cálculo a seguir: 
 
AAR% frente à Rutina = (Absorbância amostra – Absorbância branco) x 100 
                                                     (Absorbância rutina – Absorbância branco) 
AAR% frente à Vitamina C = (Absorbância amostra – Absorbância branco) x 100 
                                                 (Absorbância vitamina C – Absorbância branco) 
A atividade antioxidante de cada amostra foi calculada em relação à rutina 
com atividade definida como 100%, em relação ao ácido ascórbico e BHT (butil-
hidroxitolueno) também como 100% de atividade. 
3.9.2 Redução do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila 
O método de redução do radical DPPH· (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) é rápido, 
simples e bastante utilizado. As plantas medicinais que apresentam atividade 
antioxidante, reduzem o radical livre DPPH·, pela permuta de elétrons ou átomos de 
hidrogênio. 
Nesta técnica, o DPPH· é reduzido, por ação de um antioxidante, formando 
o difenil-picril-hidrazina, o qual possui coloração amarela e não apresenta absorção 
em 518 nm, como apresenta o radical não reduzido. 
O método foi realizado segundo descrito por Mensor et al. (2001). A solução 
metanólica de DPPH· foi preparada no momento do uso em concentração 0,03 
mmol/mL. Também foram preparadas soluções amostras diluídas em diferentes 
concentrações entre 5 μg/mL a 450 μg/mL de extratos e frações de folhas e caule de 
Clethra scabra. Foram colocados em microplaca 142 μL de cada solução amostra 
diluída com adição de 58 μL de solução de DPPH·. Para cada amostra, foi 
preparado um branco, contendo 142 μL da solução amostra de cada concentração e 
58 μL de metanol. Um controle também foi preparado, contendo 142 μL de metanol 
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e 58 μL de DPPH·. Os padrões utilizados foram a vitamina C (1,6 a 8 μg/mL), a 
rutina (2,0 a 12 μg/mL) e o BHT. 
Após 30 minutos de reação, foi realizada a leitura das absorbâncias das 
amostras em espectrofotômetro com comprimento de onda 518 nm, correspondendo 
a absorção máxima do radical em estudo. A atividade oxidante (AA%) foi calculada 
em porcentagem a partir do cálculo a seguir: 
AA% = [100 – (Absorbância amostra – Absorbância branco)] X 100 




4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
4.1 OBTENÇÃO DO MATERIAL BOTÂNICO 
Do material botânico coletado, obteve-se após a secagem e fragmentação 
mecânica 1,078 Kg de caule e 0,988 Kg de folha da espécie Clethra scabra, os quais 
foram utilizados para análises físico-químicas (umidade e cinzas totais) e obtenção 
de extrato bruto. 
Por meio da coleta do material vegetal, foram retiradas duas amostras, uma 
amostra foi utilizada para a confecção de exsicata e a outra amostra foi fixada em 
FAA 70, sendo transferida para álcool 70° GL após 7 dias. Estas tiveram como 
finalidade o estudo morfoanatômico do vegetal. 
O restante do material botânico obtido, foi destinado ao estudo da análise 
fitoquímica, atividades biológicas e atividades químicas. 
4.2 ESTUDO MORFOANATÔMICO 
Lâmina foliar 
A análise anatômica da lâmina foliar de C. scabra, em secção transversal, 
evidenciou uma epiderme múltipla na face adaxial, com células maiores na face 
adaxial em relação a epiderme unisseriada da face abaxial (FIGURA 9A). A cutícula 
é delgada e lisa em ambas as superfícies sendo mais espessa na face abaxial e 
apresentou reação positiva com Sudam III, evidenciando a presença de compostos 
lipofílicos (FIGURA 9B). Os estômatos estão presentes apenas na face abaxial da 
folha caracterizando-a como hipoestomática (FIGURA 9D). A folha apresenta uma 
alta densidade de tricomas tectores estrelados na face abaxial e esparsos na face 
adaxial (FIGURAS 9A, 9B, 9C e 9D). 
O mesófilo foliar de C. scabra é do tipo dorsiventral, apresentando uma única 
camada de parênquima clorofiliano paliçádico e duas a três camadas de parênquima 
clorofiliano esponjoso (FIGURAS 9A e 9C). Os feixes vasculares de pequeno porte 






FIGURA 9 – LÂMINA FOLIAR DE Clethra scabra Pers. CLETHRACEAE 
 
 
A, B e C- Corte transversal exibindo mesofilo dorsiventral. A e C corados com fucsina básica e azul 
de Astra e B em reação com Sudam III. D- MEV da face abaxial da lâmina foliar. C: cutícula, AD: 
epiderme adaxial, AB: epiderme abaxial, FV: feixe vascular, PP: parênquima paliçádico, PE: 
parênquima esponjoso, TT: tricoma tector ramificado. 
Nervura central 
A nervura central possui um formato côncavo na face adaxial e convexo na 
face abaxial (FIGURA 10E e 10F). A epiderme na face abaxial apresenta muitos 
tricomas tectores ramificados e não ramificados (FIGURAS 10E e 10F). A nervura 
possui um feixe vascular maior, em forma de ferradura, voltado para a face abaxial e 
um feixe menor voltado para a face adaxial. Os feixes são envolvidos por uma 
bainha de esclerênquima que se estende para a face adaxial interrompendo o 
parênquima clorofiliano (FIGURAS 10E e 10G). Os feixes vasculares estão 






FIGURA 10- SECÇÕES TRANSVERSAIS DA NERVURA CENTRAL DE Clethra scabra Pers. 
 
 
Cortes corados com fucsina básica e azul de Astra (E, F, G) e sem coloração (H). EP: epiderme, ID: 
idioblasto com drusas, FL: floema, FV: feixe vascular, ES: bainha de esclerênquima, P: parênquima, 
TT: tricoma tector não ramificado, XL: xilema.   
 
Caule 
O caule de C. scabra, seccionado transversalmente, mostrou formato 
aproximadamente circular (FIGURA 11I) e presença de periderme com lenticela. 
Neste estágio nota-se ainda a presença de restos da epiderme (FIGURA 11J). 
Adjacente à epiderme, encontra-se o córtex pouco desenvolvido com cerca de 2 a 4 
camadas de parênquima seguidas de fibras esclerenquimáticas formando uma 
bainha irregular externa ao floema (FIGURAS 11I, 11J e 11K).  
O cilindro vascular encontra-se em crescimento secundário com floema 
permeado por células de esclerênquima isoladas ou agrupadas entre as células 
condutoras (FIGURAS 11I e 11J). Idioblastos cristalíferos com drusas (FIGURA 11J) 
e com compostos fenólicos – reação positiva ao cloreto férrico (FIGURA 11K) estão 
presentes no floema e região cortical. No xilema, os elementos traqueais distribuem-
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se isoladamente ou em pequenos agrupamentos entre as fibras e raios estreitos 
(FIGURA 11I).  A região medular possui parênquima com células relativamente 
grandes e de paredes delgadas com campos de pontoação primárias evidentes e 
idioblastos com drusas (FIGURA 11L).  
 
FIGURA 11 – CAULE DE Clethra scabra Pers. CLETHRACEAE 
 
 
Corte transversal de caule.I, J e L C  corados com fucsina básica e azul de Astra e K em reação com 
cloreto férrico. CX: córtex, ES: esclerênquima, ID: idioblasto com drusas, FL: floema,  LE: lenticela, 
ME: mesófilo, XL: xilema  
 
A estrutura morfoanatômica de caule e folha de Clethra scabra é 
concordante com os caracteres definidos para a delimitação taxonômica do gênero, 
e indicativo de relativo baixo nível de avanço evolutivo.  
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4.3 ENSAIOS DE PUREZA 
Os parâmetros físico-químicos definem e confirmam padrões de controle de 
qualidade para determinada espécie, uma vez que denunciam adulterações ou 
falsificações de materiais. No caso de Clethra scabra, foram estabelecidos pela 
primeira vez, agregando dados inéditos ao compilado da espécie. 
4.3.1 Análise Térmica 
A ensaio da análise térmica pode ser visualizada através das FIGURAS 12 e 
13. 
 
FIGURA 12 - CURVA TG DE FOLHA DE 
Clethra scabra Pers. 
 
 
FIGURA 13 - CURVA TG DE CAULE 




As curvas de TG tanto de caule como de folha apresentaram perfil térmico 
semelhante, observados através das linhas que praticamente se sobrepõem até a 
terceira etapa de decomposição (FIGURA 14), o que indica que a composição de 
caules e folhas se assemelham, sendo diferentes em relação aos polímeros e 
materiais lignificados que vão precisar de uma temperatura mais alta para decompor 
e existindo um teor maior no caule, visto que a sua degradação foi menor. 
Isto ocorreu porque em uma matriz vegetal complexa, o comportamento 
cinético é comandado pelas substâncias majoritárias. Nas folhas e caule vegetais 
existem uma grande quantidade de graxas, resinas, fibras (hemicelulose e celulose) 
e lignina nas amostras, fazendo com que estas substâncias sejam responsáveis pelo 









No início da decomposição, observa-se um evento endotérmico entre 20 até 
118-120°C, devido ao início da decomposição térmica da amostra quando ocorre a 
perda de umidade (desidratação), sendo de 8,22% para a folha e 8,91% para o 
caule. A partir de 118-120°C, observaram-se eventos caracteristicamente 
exotérmicos, que estão associados à decomposição térmica do material. 
Após a desidratação, a curva TG mostrou três eventos térmicos distintos. O 
primeiro ocorreu entre 118-365°C para folha e 120-369°C para o caule, 
representando o maior percentual de decomposição, que está associada a 
decomposição de compostos metabólitos secundários, sendo de 44,9% para folha e 
47,67% para o caule.  
O segundo evento de decomposição térmica, que segue até 590°C, 
envolveu a perda de massa de 25,36% para folha e 14,06% para o caule, com a 
formação de material carbonáceo, onde foram decompostos os polímeros e 
materiais lignificados, que necessitam de temperaturas mais elevadas para a 
ocorrência da decomposição, observa-se quantidade maior destes compostos no 
caule, pela diferenciação das curvas com menor degradação neste. Por fim, o último 
evento acima de 590°C, correspondeu ao material resultante, ou seja, o resíduo 
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carbonífero, visto que a reação ocorreu em ambiente isento de oxigênio, mas sob 
fluxo de nitrogênio, sendo de 21,52% para a folha e 29,36% para o caule. 
 
TABELA 2 - COMPORTAMENTO TERMOGRAVIMÉTRICO DE Clethra scabra Pers. 
Atmosfera de N2 
Etapas   Folha % Caule %  
1 TI(ºC) 20 8,22 20 8,91 Umidade 
 TF(ºC) 118  120   
2 TI(ºC) 118 44,9 120 47,67 Decomposição de compostos metabólicos secundários. 
 TF(ºC) 365  369   
3 TI(ºC) 365 25,36 369 14,06 Decomposição lenta de resíduos carbonados e polímeros. 
 TF(ºC) 590  590   
4 TI(ºC)    21,52    29,36 
Carbonização da matéria orgânica 
que não acontece pois não tem 
oxigênio só nitrogênio, logo esse é 
o chamado resíduo carbonífero. 
TI(ºC)= temperatura inicial, TF(ºC)= temperatura final em graus Celsius. 
 
Esses dados representam um importante parâmetro para o controle de 
qualidade em extratos e frações de folhas e caule de Clethra scabra. Conhecendo o 
comportamento térmico (curva TG) do componente majoritário de uma planta, 
podemos identificar a autenticidade de um extrato, se realmente trata da espécie 
descrita ou se trata de alguma falsificação.  
4.3.2 Determinação de umidade 
Nesta análise, o material vegetal utilizado apresentou um teor de água 
conforme apresentado na TABELA 3.  
O teor máximo de umidade estabelecido nas diferentes farmacopeias varia 




TABELA 3 - RESULTADOS DA DETERMINAÇÃO DE UMIDADE 
AMOSTRA UMIDADE(%)  
CAULE 10,5504±0,2494  
FOLHAS 9,0471±0,1111  
*Os resultados foram expressos em média aritmética ± desvio padrão. 
 
A determinação de umidade tem por finalidade verificar se a secagem do 
material foi suficiente, pois a presença de água em matéria prima vegetal, favorece a 
ação de enzimas e consequente degradação de constituintes químicos, bem como 
possibilita o desenvolvimento de fungos e bactérias Farias (2003).   
4.3.3 Determinação de cinzas totais 
Após análise, o material vegetal utilizado apresentou teor de cinzas 
conforme apresentado na TABELA 4.  
 
TABELA 4 - RESULTADOS DA DETERMINAÇÃO DE CINZAS TOTAIS 
AMOSTRA CINZAS TOTAIS (%)  
CAULE 2,5986±0,0892  
FOLHAS 3,7185±0,0389  
*Os resultados foram expressos em média aritmética ± desvio padrão. 
 
A determinação de cinzas totais permite estabelecer a quantidade de 
impurezas inorgânicas não voláteis presentes na amostra. O material vegetal é 
produto orgânico e apresenta componentes de matéria inorgânica como carbonatos, 
cloretos, fosfatos e óxidos, que são intrínsecos do vegetal e diferem do componente 
inorgânico de origem externa, como areia, pedra e terra que podem influenciar no 
peso final Farias (2003). 
Não foi localizado na Farmacopeia Brasileira qual o limite máximo para a 
espécie quanto a determinação de cinzas, porém o resultado se apresentou abaixo 




4.4 ANÁLISE FITOQUÍMICA PRELIMINAR 
Os resultados obtidos a partir das análises fitoquímicas com o material 
vegetal constituído por folhas e caule de Clethra scabra Pers., podem ser 
visualizadas nas TABELAS 5 e 6. 
 
TABELA 5 - TESTES FITOQUÍMICOS PARA AS FRAÇÕES DO EXTRATO HIDROALCOÓLICO 20% 
OBTIDO A PARTIR DAS FOLHAS E CAULE DE Clethra scabra Pers 




Reativo Mayer - - - - 
Reativo Dragendorff - - - - 
Reativo Bouchardat - - - - 
Leucoantocianidinas  - - + - 
Flavonoides 
 
Heterosídeos flavônicos  - - + + 
Oxálico -Bórico - - + + 
Cumarinas  - - - - 
Subst. Iridoidais  + - + - 
Heterosídeos 
Antraquinonicos 
Reação de Borntrager - - - - 








(+) positivo; (-) negativo. FH=Fração Hexano, FC=Fração Clorofórmio, FA=Fração Acetato  
de Etila, FR=Fração Hidroalcoólica Residual. 
 
Na pesquisa utilizando o extrato hidroalcoólico de Clethra scabra Pers., 
obteve-se positividade evidenciada com a fração acetato de etila na pesquisa de 
leucoantocianidinas, em que se observou coloração vermelha. 
Também foi demonstrado resultados positivos através da coloração 
vermelho tornando-se rosa para a pesquisa de heterosídeos flavônicos nas FA e FR, 
e apresentou positividade no teste que utiliza oxálico bórico para a identificação da 
presença de flavonóis, que se caracterizam como marcadores para a ordem e 
família. Martínez et al. (2015) também encontrou em análise de extrato de folhas de 
Clethra arborea flavonoides além de outras substâncias. 
Para a pesquisa de esteroides/triterpenos foi observada a formação de 
coloração rosa com as frações acetato de etila e hidroalcoólica residual, e este 
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resultado sugere a possível presença de um composto que apresenta na sua 
fórmula estrutural uma função carbonila na posição 3 e dupla ligação entre os 
carbonos 5 e 6. Para as frações hexano e clorofórmio foi observado a formação de 
coloração verde que sugere também a presença de um composto que apresenta na 
sua fórmula estrutural uma hidroxila na posição 3 e dupla ligação entre os carbonos 
5 e 6. Esses resultados corroboram com os achados de Sugimoto et al. (2013) em 
Clethra barbinervis, na qual foram isolados três novos glicosídeos triterpênicos.  
 
TABELA 6 – TESTES FITOQUÍMICOS COM O EXTRATO AQUOSO OBTIDO A PARTIR DAS 
FOLHAS E CAULE DE Clethra scabra Pers. 
ANÁLISE EXTRATO AQUOSO 
HETEROSÍDEOS ANTOCIÂNICOS + 
HETEROSÍDEOS SAPONÍNICOS + 
HETEROSÍDEOS CIANOGÊNICOS - 
TANINOS HIDROLISÁVEIS  - 
TANINOS CONDENSADOS + 
AMINOGRUPOS + 
ÁCIDOS FIXOS - 
ÁCIDOS VOLÁTEIS - 
(+) positivo; (-) negativo 
 
A pesquisa utilizando o extrato aquoso, conforme apresentado na TABELA 
6, obteve resultado positivo para heterosídeos antociânicos, observado pelo efeito 
batocrômico no desenvolvimento de coloração vermelha que ocorre com a mudança 
de função e formação da antocianidina. Em meio ácido, alcoólico e a quente, as 
proantocianidinas libertam antocianidinas, através da ruptura das ligações entre as 
unidades monoméricas. 
Para a pesquisa de heterosídeos saponínicos o ensaio também demonstrou 
resultado positivo, pela formação de espuma maior que um centímetro persistente 
acima de 30 minutos. Em Clethra barbinervis Murata et al. (2013) identificou sete 
novas saponinas triterpênicas, das quais algumas foram reveladas como inibidores 
da hialuronidase, representando possível presença de substâncias com potencial 
para atividades farmacológicas em Clethra scabra.  
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Quanto a pesquisa por taninos condensados, na reação com cloreto férrico 
obteve-se o desenvolvimento de coloração verde, indicativa da possível presença de 
substância com estrutura semelhante aos flavonoides. 
Para a pesquisa de aminogrupo, a ocorrência de coloração azul violáceo 
indicou reação positiva em decorrência da reação entre ninhindrina com moléculas 
de amônia. 
4.5 OBTENÇÃO DO EXTRATO BRUTO ETANÓLICO  
Para a obtenção do extrato bruto foi empregado o álcool etílico absoluto (PA) 
como solvente extrator. A extração foi realizada em aparelho de Soxhlet (FIGURA 
15) e concentrado no próprio aparelho. Para melhor redução do teor de etanol, foi 







FONTE: A AUTORA (2016) 
 
4.5.1 Determinação do Teor de Sólidos Totais dos Extratos Brutos 
Na TABELA 7 está representado a quantidade de extrato etanólico obtido a 
partir do material vegetal utilizado e seu rendimento. 
 
TABELA 7 - RENDIMENTO DOS EXTRATOS DE FOLHAS E CAULE DE Clethra scabra Pers. 
Amostra Planta seca (g) Extrato etanólico (g) Rendimento planta seca (%) 
CAULE 500 72,90 17,8 
FOLHAS 400 68,52 19,375 
  
A obtenção de Sólidos Totais é realizada a fim de auxiliar na interpretação 
quantitativa da presença total de matéria que não seja água em uma determinada 
amostra, seja na forma de substâncias dissolvidas, coloidais ou em suspensão. É 




obtido através da pesagem do resíduo da evaporação de uma amostra, 
correspondendo ao resíduo da desidratação da amostra e é utilizado para calcular a 
quantidade de amostr para os ensaios sem a presença de água. 
Das 72,9 g de extrato obtidos de caule e 68,52 g do extrato obtido de folha, 3 
g foram destinado para a realização dos ensaios biológicos e químicos, e o restante 
foram destinados ao fracionamento. 
O método extrativo, o solvente utilizado, o tempo e a temperatura 
influenciam diretamente no rendimento total do extrato. O método de extração por 
Soxhlet tem demostrado melhor eficiência na extração independente do solvente 
utilizado, apresentando variações de ±4% nas extrações, conforme estudos 
realizados por Karabegoví et al. (2014). 
Após a obtenção do extrato bruto etanólico, foi realizado o particionamento 
líquido/líquido das frações em ordem crescente de polaridade no aparelho de soxhlet 
modificado. 
A partir das frações obtidas: hexano, clorofórmio, acetato de etila e 
hidroalcoólica remanescente; foram concentradas em banho-maria a 60° C. 
4.5.2 Análise fitoquímica por Cromatografia de Camada Delgada 
Através da eluição dos extratos e frações do caule e folha de Clethra scabra 
pelas diferentes fases móveis e reveladores, observou-se positividade para a 
presença de terpenos e triterpenos para o extrato bruto, frações hexano e 
clorofórmio de caule e folhas. 
Também verificou a presença de flavonoides em folha de Clethra scabra, no 
extrato bruto e todas frações, exceto fração hexânica; e para caule de Clethra 
scabra, positividade para flavonoides no extrato bruto, frações clorofórmio e acetato 
de etila. 
Não foram evidenciadas reações que caracterizem a presença de alcaloides, 
conforme evidenciado através de screening fitoquímico por Marques (2007). 
Apresentou reação positiva para taninos no extrato bruto e frações clorofórmio, 
acetato de etila e hidroalcoólica remanescente de folhas de Clethra scabra; e 
positividade também quanto a presença de taninos no extrato bruto, frações de 
acetato de etila e hidroalcoólica remanescente de caule de Clethra scabra. 
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Os resultados obtidos após realização de cromatografia de camada delgada 
podem ser visualizados através da TABELA 8. 
 
TABELA 8- CCD DE FRAÇÕES DE FOLHA E CAULE DE Clethra scabra Pers. 
Clethra scabra Terpenos/Triterpenos Flavonoides Alcaloides Taninos 
EBF + + - + 
FHF + - - - 
FCF + + - + 
FAF - + - + 
FRF - + - + 
EBC + + - + 
FHC + - - - 
FCC + + - - 
FAC - + - + 
FRC - - - + 
Legenda: (+) positivo; (-) negativo. EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fração Hexano da folha, 
FCF=Fração Clorofórmio de folha, FAF=Fração Acetato de Etila da folha, FRF=Fração Hidroalcoólica 
Residual de folha, EBC=Extrato Bruto de caule, FHC=Fração Hexano de caule, FCC=Fração 
Clorofórmio de caule, FAC=Fração Acetato de Etila de caule, FRC=Fração Hidroalcoólica Residual de 
caule. 
 
Os resultados obtidos por esta técnica corroboram com os obtidos no item 
4.4 na análise fitoquímica preliminar, em que a ausência de alcaloides foi 
evidenciada, bem como confirmada a presença de flavonoides, 
esteroides/triterpenos e taninos. 
4.6 SEPARAÇÃO DOS COMPOSTOS 
A partir dos resultados obtidos através da análise fitoquímica em que foi 
verificado a possível presença de constituintes de interesse farmacológico e 
químico, nas frações hexano, acetato de etila e hidroalcoólica remanescente, 
prosseguiu-se a pesquisa na tentativa de isolamento destes compostos, para isso foi 
realizado colunas cromatográficas utilizando como fase estacionária sílica gel com 
as frações hexano, acetato de etila e hidroalcoólica remanescente de caule e folhas. 
Após a secura em temperatura ambiente, observou-se a cristalização de 
compostos, sendo 3 amostras (FAF 4, FHF 7, FRF 35) selecionadas e realizado 
novo screening de isolamento por CCD, utilizando como fase móvel tolueno/acetato 
de etila 7:3 (v/v), com resultados sugestivos para (FAF 4) cumarina, flavonoides; 
(FHF 7) triterpenos e (FRF 35) taninos. 
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Quando adicionado acetona na amostra FHF 7, apresentou um precipitado 
branco insolúvel; foi realizado filtração com algodão e pipeta Pasteur obtendo-se sua 
Acqua Madre. 
A amostra FAF 4, no UV longo apresentou cumarina (azul) e flavonoide 
(verde), e após a revelação com cloreto férrico, o flavonoide foi observado através 
de coloração amarelada (FIGURA 16 - SCREENING DE ISOLAMENTO).  
 
FIGURA 16 - SCREENING DE ISOLAMENTO 
 
Fase móvel: Tolueno/Acetato de Etila 7:3 (v/v), revelado 1° em  vanilina 2% + ácido sulfúrico 5% 
MeOH 1:1 (v/v) e 2° em cloreto férrico. Amostras: FHF7, Acqua madre FHF7, FAF 4, FRF 35. 
 
Destes, 1 amostra (FAF 4) foi encaminhada para realização de RMN 
(Ressonância Magnética Nuclear), para a identificação de possíveis constituintes.  
4.6.1 Identificação dos constituintes químicos separados 
Para a identificação do composto separado obtido no processo de 
separação da amostra FAF4, foi utilizado a metodologia de espectroscopia de 
ressonância magnética nuclear, observando os núcleos de 1H obtido a uma 
frequência de 200 MHz. O presente espectro de RMN corresponde a uma mistura de 
substâncias. 
Pela análise dos espectros de RMN 1H e por comparação destes com os 
dados encontrados na literatura por Napolitano et al. (2012), a mistura de 
substâncias foram identificadas como sendo os flavonoides Quercetina e Rutina 









TABELA 9 - COMPARAÇÃO DOS DADOS DE DESLOCAMENTOS QUÍMICOS DE RMN 1H (200 
MHZ EM DMSOD6) DE QUERCETINA E RUTINA COM OS DADOS DA LITERATURA Napolitano et 
al. (2012) DO FRASCO FAF 4 
Posição RMN de 1H  Literatura RMN de 1H 
(Quercetina) 
RMN de 1H  Literatura RMN de 1H 
(Rutina) 
6 6.18 (1H, d, 
J=2,0Hz) 
6.18 (1H, d, J=2,0Hz) 6.19 (1H, d, 
J=2,0Hz) 
6.19 (1H, d, J=2,0Hz) 
8 6.41 (1H, d, 
J=2,0Hz) 
6.43 (1H, d, J=2,0Hz) 6.41 (1H, d, 
J=2,0Hz) 
6.38 (1H, d, J=2,0Hz) 
2´ 7.67 (1H, d, 
J=2,1Hz) 
7.69 (1H, d, J=2,2Hz) 7.53 (1H, d, 
J=2,2Hz) 
7.53 (1H, d, J=2,1Hz) 
5´ 6.90 (1H, d, 
J=8,4Hz) 
6.92 (1H, d, J=8,5Hz) 6.88 (1H, d, 
J=8,4Hz) 
6.84 (1H, d, J=8,4Hz) 
6´ 7.54 (1H, dd, 
J= 8,4; 2,1 Hz) 
7.53 (1H, dd, J= 8,5; 
2,1 Hz) 
7.53 (1H, dd, 
J= 8,4; 2,1 
Hz) 
7.53 (1H, dd, J= 8,4; 
2,1 Hz) 
3 9.63 (OH, s) 9.60 (OH, s) - - 
5 12.50 (OH, s) 12.52 (OH, s) 12.72 (OH, s) 12.60 (OH, s) 
7  10.85 (OH, s) 10.78 (OH, s) 10.85 (OH, s) 10.82 (OH, s) 
3´ 9.35 (OH, s) 9.31 (OH, s) 9.63 (OH, s) 9.67 (OH, s) 
4´ 9.41 (OH, s) 9.37 (OH, s) 9.35 (0H, s) 9.18 (OH, s) 
d=dubleto; dd=duplodubleto; s=singleto; J=constante de acoplamento 
 
O experimento de RMN 1H demonstrou um singleto na região de 12,50ppm, 
indicando a presença de um OH no carbono 5, formando ponte de hidrogênio com a 
carbonila do carbono 4. Além disso, a presença de dois dubletos em δ 6,18 e δ6,41 
com constante de acoplamento de J=2,0 indica a presença de dois hidrogênios 
aromáticos com acoplamento meta. Na região de δ 6,90 observa-se a presença de 
um dubleto com constante de acoplamento de J=8,4, indicando que este hidrogênio 
está em posição orto com o hidrogênio em δ7,54, um duplo dubleto com constantes 
de acoplamento J=8,4 e J=2,1. A outra constante de acoplamento deste hidrogênio, 
em J=2,1 mostra que há um acoplamento com outro hidrogênio na posição meta, o 
hidrogênio em δ7,67 é um dubleto com J=2,1. Os hidrogênios presentes na região 
entre 9 a 11 ppm correspondem as hidroxilas dos carbonos 3, 7, 3´ e 4´. Os demais 
sinais presentes no espectro indicam o solvente utilizado (DMSO-d6), água e 
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impurezas da amostra. Após esta análise a substância identificada é a quercetina, 
cuja fórmula molecular é C15H10O7 (FIGURA 17A). 
  
FIGURA 17 - ESTRUTURA QUÍMICA DA QUERCETINA E DA RUTINA 
 
FONTE: Taveira et al. (2015), Pedriali (2005) 
   
O espectro de hidrogênio, no qual foi utilizado como substância referência o 
TMS (tetrametilsilano) ppm 0, que é volátil e não contamina a amostra; o pico mais 








Foi verificado também no mesmo espectro de RMN a presença de um 
singleto na região de 12,72ppm, indicando a presença de um OH no carbono 5, 
formando ponte de hidrogênio com a carbonila do carbono 4. Também pode verificar 
a presença de dois dubletos em δ 6,19 e δ6,41 com constante de acoplamento de 
J=2,0 indicando a presença de dois hidrogênios aromáticos com acoplamento meta. 
Na região de δ 6,88 é evidenciado a presença de um dubleto com constante de 
acoplamento de J=8,4, indicando que este hidrogênio está em posição orto com o 
hidrogênio em δ7,53, um duplo dubleto com constantes de acoplamento J=8,4 e 
J=2,1.  
A outra constante de acoplamento deste hidrogênio, em J=2,1 mostra que 
há um acoplamento com outro hidrogênio na posição meta, o hidrogênio em δ7,53 
que é um dubleto com J=2,2. Os hidrogênios presentes na região entre 9 a 11 ppm 
correspondem as hidroxilas dos carbonos 7, 3´ e 4´. O carbono 3 não apresenta 
sinal de hidrogênio por estar ligado a um grupamento éter. Os demais sinais 
presentes no espectro indicam o solvente utilizado (DMSO-d6), água e impurezas da 
amostra. Após esta análise a substância identificada é a rutina (FIGURA 17B). 
A estrutura tem formula molecular C27H30016 e está presente na fração 
acetato de etila, em maior quantidade. 
4.6.2 Análise por CLAE/DAD 
Na análise por CLAE/DAD da amostra FAF4 verificou-se a presença de dois 
picos cromatográficos (FIGURA 19). 
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FIGURA 19 - CROMATOGRAMA OBTIDO A PARTIR DA FRAÇÃO ACETATO DE ETILA DA 
FOLHA  FRASCO 4 (FAF4) 
 
  
O primeiro pico foi observado em 17,78 minutos e o segundo em 18,27 
minutos, conforme pode ser visualizado na FIGURA 20. 
 
FIGURA 20 - ESPETRO DE UV DO CROMATOGRAMA OBTIDO DA FAF4 
 
 
Estes picos cromatográficos apresentam espectro de UV similar aos 
flavonoides, apresentando duas bandas máximas, uma relacionada com os anéis B 
e C, em 300 a 380 nm (banda I) e a segunda banda relacionada ao anel A, em 230 a 
280 nm. Os espectros da classe dos flavonoides variam conforme oxigenação do 
composto, provocando desvios das bandas de absorção (MABRY et al., 1970). 
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Conforme pode ser visualizado na FIGURA 21 estes espectros de UV 
quando comparados com os padrões presentes na biblioteca do equipamento, 
demonstram que o pico 1 apresenta similaridade ao padrão quercetina e o segundo 
pico apresenta similaridade ao padrão de rutosídeo. 
 
FIGURA 21 - ESPECTRO DE UV DE FAF4 
 
 
 Estes resultados apresentados no cromatograma corroboram com os 
resultados adquiridos no espectro de RMN-1H, demonstrando a presença dos dois 
flavonoides identificados, a quercetina e rutina. 
Este é o primeiro relato da identificação destes compostos em folhas e caule 
de Clethra scabra. A rutina e quercetina já foram detectadas anteriormente em 
várias espécies botânicas existentes. Em se tratando do gênero Clethra, os 
primeiros estudos referentes a composição fenólica foram realizadas por Martínez et 
al. (2015), que identificaram em extratos de folhas de Clethra arborea, utilizando 
HPLC-ESI-MSn, os flavonoides rutina, kaempferol 3-rutinosideo, derivados do 
kaempferol, catequina e derivado; quercetina-3-0-glucuronido, eriodictilol glucuronido 
e a naringenina, além de outras substâncias desconhecidas. 
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4.7 ENSAIOS BIOLÓGICOS 
4.7.1 Ensaios de Toxicidade frente à Artemia salina 
Os resultados obtidos referentes a avaliação da toxicidade sobre a A. salina 
estão apresentados na TABELA 10. 
 
TABELA 10 – ENSAIO DE TOXICIDADE DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DE FOLHA E CAULE 
Clethra scabra EM Artemia salina 
AMOSTRA CL50 AMOSTRA CL50 
EBF/EBC >1000 ug.mL-1 Metanol >1000 ug.mL-1 
FHF/FHC >1000 ug.mL-1 QND 118,38μg.mL-1 
FCF/FCC >1000 ug.mL-1   
FAF/FAC >1000 ug.mL-1   
FRF/FRC >1000 ug.mL-1   
EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fração Hexano da folha, FCF=Fração Clorofórmio de folha, 
FAF=Fração Acetato de Etila da folha, FRF=Fração Hidroalcoólica Residual de folha, EBC=Extrato 
Bruto de caule, FHC=Fração Hexano de caule, FCC=Fração Clorofórmio de caule, FAC=Fração 
Acetato de Etila de caule, FRC=Fração Hidroalcoólica Residual de caule. QND=quinidina. 
 
As amostras são consideradas ativas, conforme Meyer et al. (1982), quando 
a CL50 for menor que 1000μg/mL, portanto, de acordo com os valores obtidos, 
nenhuma das amostras testadas, juntamente com o controle negativo 
(metanol/solvente utilizado para solubilização das amostras) apresentaram 
toxicidade sobre A. salina. Pode-se observar que o sulfato de quinidina utilizado como 
controle positivo do teste, apresentou uma DL50 de 118,38μg/mL. 
Esses resultados preliminares são importantes pois demonstram a não 
toxicidade para Artemia salina dos extratos e frações de folha e caule de Clethra 
scabra, devendo continuar seu estudo em busca de possíveis atividades biológicas e 
constituintes que esta espécie possa apresentar. 
4.7.2 Atividade Hemolítica com Hemácias em Suspensão 
Comparando-se as amostras com o controle negativo (PBS), demonstrado 
nas TABELA 11 e TABELA 12, verificou-se que estas não apresentam atividade 




No entanto, Revuelta et al. (2006) realizou estudo comparativo com 
substâncias antioxidantes frequentemente encontradas nas plantas, como a rutina 
(que inclusive está presente na espécie em estudo), cuja ação antioxidante promove 
função protetora da membrana celular, protegendo a mesma. 
 
TABELA 11 – ENSAIO DE POTENCIAL HEMOLÍTICO DE EXTRATO E FRAÇÕES DE FOLHA DE 










































































SAPONINA 1000 91,07±1,99 c 
RUTINA 1000 2,38±0,41 a 
METANOL - 6,18±0,56 b 
PBS - 5,85±0,49 b 
Resultados expressos em média aritmética e desvio padrão. Letras minúsculas iguais não 
representam diferença estatística a nível de significância p˂0,05. EBF=Extrato Bruto da folha, 
FHF=Fração Hexano da folha, FCF=Fração Clorofórmio de folha, FAF=Fração Acetato de Etila da 






TABELA 12 - ENSAIO DE POTENCIAL HEMOLÍTICO DE EXTRATO E FRAÇÕES DE CAULE DE 









































































SAPONINA 1000 91,07±1,99 c 
RUTINA 1000 2,38±0,41 a 
METANOL - 6,18±0,56 b 
PBS - 5,85±0,49 b 
Resultados expressos em média aritmética e desvio padrão. Letras minúsculas iguais não 
representam diferença estatística a nível de significância p˂0,05. EBC=Extrato Bruto de caule, 
FHC=Fração Hexano de caule, FCC=Fração Clorofórmio de caule, FAC=Fração Acetato de Etila de 
caule, FRC=Fração Hidroalcoólica Residual de caule. 
 
Verificou-se que na presença da rutina, os valores de hemólise foram 
menores, portanto, pode-se dizer que os extratos, devido à presença de flavonoides 
como a rutina nos extratos e frações, apresentaram determinada proteção na célula, 
impedindo o rompimento durante o teste. Efeito este visualizado por Revuelta et al. 
(2006), em que os antioxidantes rutina e quercetina suprimiram as alterações na 
fluidez da membrana e perdas lipídicas, reduzindo a oxidação da hemoglobina em 
30% e perdas de GSH em 60% nos eritrócitos. 
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Embora os resultados obtidos, em comparação ao controle positivo 
Saponina, indicam não toxicidade das amostras nestes modelos, no entanto, outros 
estudos de toxicidade in vitro e in vivo devem ser realizados.  
4.7.3 Atividade Alelopática  
Os resultados da avaliação do potencial alelopático podem ser melhor 
visualizados nas TABELA 13 e TABELA 14. 
 
TABELA 13 - ATIVIDADE ALELOPÁTICA DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DE FOLHA DE Clethra 
scabra Pers. 
(continua) 




 %Germinação   IVG  
EBF 25 33,30±6,70 a 40,38±6,71 c 100±0,00  a 4,87±0,25 a 
EBF 50 33,53±5,86 a 38,40±8,29 a 100±0,00  a 4,87±0,25 a 
EBF 100 38,00±3,78 a 36,55±7,51 a 100±0,00  a 4,50±0,70 a 
EBF 200 38,70±7,52 a 32,95±6,77 a 95±0,50  a 4,37±0,62 a 
EBF 500 46,73±4,68 e 33,60±5,53 a 100±0,00  a 4,75±0,50 a 
FHF 25 35,44±5,44 a 37,78±8,69 a 100±0,00  a 4,87±0,25 a 
FHF 50 39,15±4,62 b 39,50±6,12 b 100±0,00  a 4,75±0,28 a 
FHF 100 35,22±3,75 a 38,77±4,58 a 90±0,57735  a 4,25±0,64 a 
FHF 200 34,89±4,33 c 31,21±8,31 a 100±0,00  a 5,00±0,00 a 
FHF 500 38,40±5,51 a 35,50±6,46 a 100±0,00  a 4,00±0,70 a 
FCF 25 31,76±5,92 a 34,17±6,93 a 100±0,00  a 4,87±0,25 a 
FCF 50 37,62±5,13 a 33,56±6,59 a 90±0,57735  a 4,33±0,23 a 
FCF 100 36,65±4,71 a 35,70±4,28 a 95±0,50  a 4,16±1,35 a 
FCF 200 38,00±4,85 a 34,15±8,76 a 100±0,00  a 5,00±0,00 a 
FCF 500 38,18±3,88 a 30,25±9,11 a 90±0,57735  a 4,00±0,00 a 
FAF 25 40,05±4,73 b 36,83±6,43 a 100±0,00  a 4,87±0,25 a 
FAF 50 38,52±4,00 a 34,52±3,42 a 100±0,00  a 4,87±0,25 a 
FAF 100 38,52±10,10 a 38,38±7,61 a 100±0,00  a 4,20±0,24 a 
FAF 200 39,28±7,94 b 35,84±6,22 a 100±0,00  a 4,33±0,23 a 
FAF 500 40,68±4,00 c 34,42±5,03 a 100±0,00  a 4,50±0,40 a 
FRF 25 37,31±4,35 a 34,84±5,80 a 100±0,00  a 4,87±0,25 a 
FRF 50 39,43±6,52 b 38,81±4,41 b 100±0,00  a 4,75±0,28 a 
FRF 100 36,95±3,91 a 38,85±5,47 b 100±0,00  a 4,87±0,25 a 
FRF 200 38,77±3,87 a 35,38±5,32 a 100±0,00  a 4,58±0,55 a 
FRF 500 42,46±8,67 d 33,20±8,22 a 100±0,00  a 4,62±0,47 a 
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METANOL - 36,94±9,87 a 34,60±6,09 a 100±0,00  a 4,75±0,28 a 
ÁGUA - 36,38±7,05 a 35,55±9,42 a 100±0,00  a 4,50±0,40 a 
Resultados expressos em média aritmética e desvio padrão. Letras minúsculas iguais não 
representam diferença estatística a nível de significância p<0.05. IVG= Índice de velocidade de 
germinação. EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fração Hexano da folha, FCF=Fração Clorofórmio de 
folha, FAF=Fração Acetato de Etila da folha, FRF=Fração Hidroalcoólica Residual de folha. 
 
TABELA 14 - ATIVIDADE ALELOPÁTICA DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DE CAULE DE Clethra 
scabra Pers. 




 %Germinação  IVG  
EBC 25 40,11±6,04 a 39,36±7,07 a 100±0,00 a 4,75±0,28 c 
EBC 50 45,04±13,03 c 48,75±15,14 d 100±0,00 a 4,87±0,25 e 
EBC 100 47,57±14,69 d 50,62±10,72 e 100±0,00 a 5,00±0,00 e 
EBC 200 51,71±7,74 e 55,33±10,96 f 95±0,50 a 4,16±0,78 a 
EBC 500 52,37±4,87 f 57,41±5,53 f 100±0,00 a 4,33±0,70 a 
FHC 25 39,89±3,93 a 37,90±5,95 a 100±0,00 a 4,83±0,33 d 
FHC 50 36,72±9,76 a 38,67±6,83 a 95±0,50 a 4,62±0,47 b 
FHC 100 36,56±9,67 a 43,20±6,83 b 90±0,57 a 5,00±0,00 e 
FHC 200 33,33±12,49 a 34,61±10,39 a 100±0,00 a 4,70±0,34 c 
FHC 500 34,67±8,77 a 32,81±6,78 a 100±0,00 a 3,00±0,81 a 
FCC 25 41,23±4,00 b 43,13±5,84 b 100±0,00 a 3,00±0,57 a 
FCC 50 37,22±10,54 a 43,04±8,21 b 100±0,00 a 3,41±0,28 a 
FCC 100 35,63±8,96 a 41,85±7,00 a 95±0,50 a 2,91±0,58 a 
FCC 200 36,71±7,36 a 37,19±8,73 a 100±0,00 a 3.37±0,85 a 
FCC 500 31,52±9,41 a 35,87±4,76 a 90±0,57 a 3,37±0,62 a 
FAC 25 37,84±9,86 a 40,37±7,43 a 100±0,00 a 3,87±0,62 a 
FAC 50 36,11±9,78 a 44,68±7,63 c 100±0,00 a 4,00±0,57 a 
FAC 100 38,77±6,09 a 42,73±6,80 b 100±0,00 a 3,25±0,5 a 
FAC 200 39,51±3,53 a 40,10±6,93 a 95±0,50 a 3,62±0,62 a 
FAC 500 34,73±4,94 a 40,48±8,91 a 100±0,00 a 3,37±0,75 a 
FRC 25 37,44±9,83 a 39,93±6,29 a 95±0,50 a 4,62±0,47 b 
FRC 50 37,74±11,29 a 36,12±7,23 a 100±0,00 a 4,5±0,40 b 
FRC 100 36,57±5,23 a 36,78±6,12 a 100±0,00 a 4,25±0,86 a 
FRC 200 37,03±5,30 a 44,18±7,33 b 100±0,00 a 4,87±0,25 e 
FRC 500 38,61±5,89 a 40,85±6,62 a 100±0,00 a 5,00±0,00 e 
METANOL - 29,99±13,38 a 36,11±9,98 a 95±0,50 a 4,08±0,44 a 
ÁGUA - 29,84±12,77 a 36,15±9,50 a 100±0,00 a 4,415±0,48 a 
Resultados expressos em média aritmética e desvio padrão. Letras minúsculas iguais não 
representam diferença estatística a nível de significância p<0.05. IVG= Índice de velocidade de 
germinação. EBC=Extrato Bruto de caule, FHC=Fração Hexano de caule, FCC=Fração Clorofórmio 





Quando as sementes foram submetidas ao teste de germinação com os 
respectivos extratos e frações de folha e de caule de C. scabra, observou-se 
predominância na germinação já nas primeiras 24 horas de incubação, incluindo as 
sementes dos controles teste. No teste de germinação, observou-se que as 
soluções-testes não apresentaram, nas concentrações testadas, influência sobre a 
germinabilidade de L. sativa, no percentual final da germinação. Tal fato, é explicado 
devido a germinação ser menos sensível aos metabólitos secundários do que o 
crescimento das plântulas, podendo estar relacionado a outro parâmetro (FERREIRA; 
AQUILA, 2000) 
IVG 
Verificou-se ausência de influência dos extratos e frações da folha de 
Clethra scabra no índice de velocidade de germinação (IVG) das sementes de 
Lactuca sativa (alface). Mas diante do extrato bruto, frações hexano e 
remanescentes do caule, foi observado diferenças estatísticas no IVG das sementes 
de Lactuca sativa em comparação ao controle que apresentaram menor IVG.  
CRESCIMENTO 
Na análise do crescimento, foram calculadas as médias de crescimento do 
hipocótilo e da radícula de plântulas de Lactuca sativa, submetidas as diferentes 
concentrações do extrato bruto e frações de folhas e caule de Clethra scabra.  
De acordo com os resultados obtidos nas TABELA 13 e TABELA 14, é 
observado que não houve inibição no crescimento da radícula e do hipocótilo de 
Lactuca sativa.  
Quanto a frações e extrato de folha de Clethra scabra, foi possível observar 
interferência quando comparadas ao controle, apresentando estímulo do crescimento 
do hipocótilo de plântulas de Lactuca sativa, submetidas ao extrato bruto, frações 






FIGURA 22 - CRESCIMENTO DO HIPOCÓTILO DE L. sativa (ALFACE) FRENTE A EXTRATO E 
FRAÇÕES DE FOLHAS de Clethra scabra Pers. 
 
 
Ctr MeOH=controle metanol, CHCl3=clorofórmio, EtOAc=acetato de etila, EtOH=etanólica 
(hidroalcoólica remanescente) 
 
Também é possível verificar estímulo no crescimento do hipocótilo das 
plântulas submetidas às frações hexano e acetato de etila na concentração de 200 
μg.mL-1, bem como na fração hidroalcoólica remanescente na concentração de 50 
μg.mL-1. 
Tal fato é possível devido o crescimento ser mais sensível a ação dos 
metabólitos secundários, e ao conjunto das substâncias presentes, visto que a 
interferência causada raramente é provocada por uma única substância, sendo 









FIGURA 23 - CRESCIMENTO DA RADÍCULA DE L.sativa (ALFACE) FRENTE A EXTRATO E 
FRAÇÕES DE FOLHAS DE Clethra scabra Pers. 
 
 
Ctr MeOH=controle metanol, CHCl3=clorofórmio, EtOAc=acetato de etila, EtOH=etanólica 
(hidroalcoólica remanescente) 
 
Quanto a radícula, apresentou estímulo do crescimento perante o extrato 
bruto da folha na concentração de 25 μg.mL-1. Em muitos casos, pode ocorrer a 
interferência dos aleloquímicos nos diferentes processos fisiológicos de uma planta, 
em que uma substância pode estimular o crescimento vegetal em baixas 
concentrações e em concentrações mais altas, não apresentar o mesmo efeito 
(REIGOSA et al., 1999). 
Também é verificado o estímulo do crescimento da radícula perante as 
frações hexano e hidroalcoólica remanescente na concentração de 50 μg.mL-1, e 
hidroalcoólica remanescente na concentração de 100 μg.mL-1 da folha. 
Os efeitos dos aleloquímicos podem variar de acordo com o órgão da planta 
onde estão atuando, podendo inibir num órgão e causar pequenos incrementos em 







FIGURA 24 - CRESCIMENTO DO HIPOCÓTILO DE L. sativa (ALFACE) FRENTE A EXTRATO E 
FRAÇÕES DE CAULE de Clethra scabra Pers. 
 
 
Ctr MeOH=controle metanol, CHCl3=clorofórmio, EtOAc=acetato de etila, EtOH=etanólica  
(hidroalcoólica remanescente) 
 
As sementes de Lactuca sativa quando expostas a frações e extrato do 
caule, foi observado que houve estímulo do crescimento do hipocótilo das sementes 
para todas as concentrações do Extrato Bruto, proporcionalmente conforme o 
aumento da concentração. Também apresentou estímulo do crescimento quando 
exposta a fração clorofórmio a 25 μg.mL-1. 
A presença de triterpenos e flavonoides conforme verificado nos testes 
fitoquímicos, pode justificar a ação estimulante do crescimento das plântulas de 
Lactuca sativa. O sinergismo causado pode favorecer o desenvolvimento 
estimulando o crescimento de plantas.  
Os bioestimulantes são substâncias naturais ou sintéticas, que atuam nos 
processos de divisão e alongamento celular, podendo melhorar a absorção radicular 
e utilização de nutrientes, atuando no metabolismo das plantas. Podem ser 
eficientes quando aplicados em tratamento de sementes como em aplicações 
foliares, também é compatível com defensivos. Seu uso influi no maior crescimento e 
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desenvolvimento das plantas pois favorece a adaptação em ambientes de baixa 
fertilidade e com restrição de água (SANTOS et al., 2013). 
 
FIGURA 25 - CRESCIMENTO DA RADÍCULA DE L. sativa (ALFACE) FRENTE A EXTRATO E 
FRAÇÕES DO CAULE DE Clethra scabra Pers. 
 
 
Ctr MeOH=controle metanol, CHCl3=clorofórmio, EtOAc=acetato de etila, EtOH=etanólica 
(hidroalcoólica remanescente) 
 
Quando expostas a frações e extrato do caule, foi observado que houve 
estímulo do crescimento da radícula de Lactuca sativa para todas as concentrações 
do Extrato Bruto, proporcionalmente conforme o aumento da concentração. 
Verificou-se também o estímulo do crescimento da radícula de L. sativa, pela 
apresentação estatísticamente diferente ao controle, na fração hexano 100 μg.mL-1, 
fração clorofórmio 25 μg.mL-1 e 50 μg.mL-1, fração acetato de etila 50 μg.mL-1 e 100 
μg.mL-1 e fração remanescente 200 μg.mL-1, de caule de Clethra scabra. 
De forma geral, verificou-se que houve estimulo no crescimento de   
sementes de Lactuca sativa, quando expostas a extratos e frações de Clethra 
scabra.  
Desta forma, baseado nos dados estatísticos obtidos, verifica-se que os 
mesmos corroboram quanto ao uso de Cletrha scabra em reflorestamentos, devido 
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seu potencial para rápido crescimento, tendo em vista sua elevada incidência em 
diversas áreas na qual é nativa conforme evidenciado por Machado et al. (2013), 
Ramos (2003) e Ribeiro et al. (2013).  
Vale lembrar que em estudo, Clethra arborea é considerada invasora na Ilha 
da Madeira, por seu rápido crescimento e elevada densidade (MARTÍNEZ et al., 
2015).  
Novos estudos são necessários para avaliar o potencial de Clethra scabra 
como fonte de substâncias com efeito bioestimulante que podem favorecer a 
expressão do potencial genético de plantas mediante alterações nos processos vitais e 
estruturais, promovendo o equilíbrio hormonal e estimulando seu desenvolvimento. 
4.7.4 Atividade Antimicrobiana 
Os experimentos envolveram as partes aéreas folhas e caule 
separadamente de Clethra scabra, utilizando bactérias patogênicas isoladas como 
organismos testes para estimar seu uso potencial como fonte de compostos 
antibacterianos. 
Os resultados obtidos podem ser visualizados através da TABELA 15. 
 
TABELA 15 - DISTRIBUIÇÃO DAS CIM'S DOS EXTRATOS E FRAÇÕES DE Clethra scabra 
TESTADAS CONTRA CEPAS DE REFERÊNCIA ATCC 
 
Microrganismo 
Extratos e Frações Caule (μg/mL) Extratos e Frações Folha (μg/mL) 
EBC FHC FCC FAC FRC EBF FHF FCF FAF FRF 
S. aureus  1000 - 500 - 1000 - 500 - - 1000 
E. coli    500 - 500 1000 500 500 500 500 1000 500 
P. aeruginosa  500 - 500 500 500 500 500 500 1000 500 
C. albicans  500 - 500 - 250 500 250 - 1000 250 
CIM: concentração inibitória mínima; EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fração Hexano da folha, 
FCF=Fração Clorofórmio de folha, FAF=Fração Acetato de Etila da folha, FRF=Fração Hidroalcoólica 
Residual de folha, EBC=Extrato Bruto de caule, FHC=Fração Hexano de caule, FCC=Fração 
Clorofórmio de caule, FAC=Fração Acetato de Etila de caule, FRC=Fração Hidroalcoólica Residual de 
caule; ( ≥ ): maior ou igual. CIM ≤ 100 μg / ml, bom; 100 > CIM ≤ 500 μg / ml, moderado; 500 > CIM ≤ 
1000 μg / ml, fraco; CIM > 1.000 μg / ml, inativo (SANTOS et al., 2008) (HOLETZ et al., 2002). 
 
O extrato bruto do caule (EBC) e as frações clorofórmio (FCC) e 
remanescente (FRC) apresentaram atividade sobre todas as cepas testadas (CIM’s 
até 1000 μg/mL). No entanto, a fração hexano do caule (FHC) não mostrou atividade 
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antimicrobiana para nenhum dos microorganismos testado. A fração acetato de etila 
(FAC) demonstrou potencial atividade contra E. coli e P. aeruginosa.  
As frações hexano (FHF) e remanescente (FRF) da folha foram ativas contra 
todas as cepas testadas. As frações acetato de etila (FAF) e extrato bruto (EBF) da 
folha só não foram ativas contra S. aureus. A fração clorofórmio (FCF) apresentou 
potencial atividade apenas contra E. coli e P. aeruginosa. O S. aureus foi o 
microrganismo menos inibido pelos extratos e frações testados (TABELA 15). 
As frações clorofórmio (FCC), remanescente (FRC) e o extrato bruto (EBC) 
do caule, bem como as frações hexano (FHF) e remanescente (FRF) da folha, 
apresentaram atividade sobre todas as cepas testadas (CIM’s até 1000 μg.mL-1). No 
entanto, a FAC e FCF tiveram atividade somente contra E. coli e P. aeruginosa, e a 
FHC foi inativa contra todas as cepas. 
A susceptibilidade antimicrobiana foi determinada contra S. aureus em FCC 
e FHF; contra E.coli em EBC, FCC, FRC, EBF, FHF, FCF e FRF; contra P. 
aeruginosa EBC, FCC, FAC, FRC, EBF, FHF, FCF e FRF; e contra C. albicans, 
sendo evidenciada pelo EBC, FCC, FRC, EBF, FHF e FRF. Considerando que o 
valor da atividade antimicrobiana determinada nestas frações foi de 500 μg.mL-1, a 
ação é classificada como moderada a fraca segundo Santos et al. (2008). No 
entanto, contra C. albicans, a susceptibilidade antimicrobiana é classificada como 
moderada em FRC, FHF e FRF, visto que o valor foi de 250 μg.mL-1. 
Igarashi et al. (2003) identificou atividade antifúngica in vitro a partir da 
clethramicina (obtida a partir de caldo de fermentação da raíz de Clethra 
barbinervis), com CIM de 0,5 a 8 μg.mL-1 contra Candida albicans e C. glabrata. 
Segundo Santos et al. (2008), valores de CIM acima de 100 μg.mL-1 são 
considerados inativos, considerando o interesse para uso clínico. Desta forma, 
baseado no interesse clínico, não foi observada atividade do extrato e frações sobre 
as espécies analisadas, pois ao avaliar a atividade antibacteriana e fúngica dos EB’s 
e das frações, foram observadas que as CIM’s obtidas encontraram-se acima de 500 
μg.mL-1.  
Quanto ao controle Amicacina, os resultados obtidos para S. aureus foi de 3 
μg.mL-1, contra E. coli foi de 3 μg.mL-1, e para P. aeruginosa também foi de 3 μg.mL-
1. Estes resultados estão de acordo com o CLSI. 
Novos estudos devem ser realizados envolvendo outras partes da planta, a 
fim de identificar substancias com potencial atividade antimicrobiana, conforme 
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obtido por Igarashi et al. (2003), em caldo de fermentação da raiz de Clethra 
barbinervis, outra espécie do gênero Clethra. 
Extratos de plantas podem servir como potenciais agentes antimicrobianos, 
pois podem exibir atividade antimicrobiana direta através de seus efeitos sobre o 
crescimento e metabolismo de bactérias, ou indiretamente, como compostos 
modificadores da resistência aos antibióticos que, quando combinados, aumentam a 
sua eficácia. 
4.8 QUANTIFICAÇÃO DO CONTEÚDO TOTAL DE COMPOSTOS FENÓLICOS 
Em Clethra scabra, foi observada a presença dos flavonoides Quercetina e 
Rutina, sendo esta a principal classe de interesse para a possível atividade 
antioxidante. 
Analisando os resultados obtidos e apresentados através da TABELA 16, é 
possível identificar que entre as amostras testadas a FAF é a que apresenta maior 
teor de fenólicos na sua composição dentre as amostras analisadas. 
 
TABELA 16 - QUANTIDADE DE COMPOSTOS FENÓLICOS (EQUIVALENTE EM ÁCIDO GÁLICO - 
EAG) NO EXTRATO BRUTO E FRAÇÕES OBTIDOS DE Clethra scabra PELO TESTE DE FOLIN 
CIOCALTEU 
AMOSTRA CONCENTRAÇÕES DE COMPOSTOS FENÓLICOS 











Resultados expressos em média aritmética ± desvio padrão. EBF=Extrato Bruto da folha, 
FHF=Fração Hexano da folha, FCF=Fração Clorofórmio de folha, FAF=Fração Acetato de Etila da 
folha, FRF=Fração Hidroalcoólica Residual de folha, EBC=Extrato Bruto de caule, FHC=Fração 
Hexano de caule, FCC=Fração Clorofórmio de caule, FAC=Fração Acetato de Etila de caule, 
FRC=Fração Hidroalcoólica Residual de caule. 
 
Observa-se na folha a maior concentração de compostos fenólicos na fração 
acetato de etila, seguida da fração clorofórmica, extrato bruto, remanescente, e a 
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menor quantidade na fração hexânica. Justifica-se esse resultado pela maior 
afinidade dos flavonoides a polaridade do acetato de etila, bem como a presença de 
outros metabólitos nas demais frações segundo polaridade. 
No caule, observou-se maior quantidade de compostos fenólicos no extrato 
bruto, seguido da fração remanescente, acetato de etila, clorofórmio, e em menor 
quantidade também na fração hexânica. 
A fração hexano é a que apresentou menor quantidade de compostos 
fenólicos, tanto em folha como para caule de Clethra scabra. 
As frações FAF, FCF e EBF, apresentaram maiores teores de conteúdo de 
fenólicos totais, em termos de equivalente de ácido gálico, sendo classificadas com 
alta quantidade de fenólicos totais; FRF e EBF como média-alta; e FRC, FAC, FCC, 
FHC, FHF como média-baixa quantidade de fenólicos totais conforme Chew et al. 
(2011). 
Esses resultados observados estão de acordo com o encontrado na análise 
morfoanatômica, em que a presença de compostos fenólicos se tornou bem evidente 
em diversas estruturas da planta. Com a FAF observou-se o maior valor dentre as 
amostras analisadas para o conteúdo de fenólicos totais, sendo que na análise 
fitoquímica demonstrou a presença de compostos fenólicos principalmente 
flavonoides nesta fração, que foi confirmado pelo isolamento e identificação dos 
flavonoides rutina e quercetina descritos.  
4.9 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 
4.9.1 Formação do Complexo Fosfomilibdênio 
Os resultados da avaliação da atividade antioxidante pelo método de 
complexação do fosfomolibdênio estão apresentados na TABELA 17.  
A partir dos resultados obtidos do extrato bruto e frações de caule e folha de 
Clethra scabra, e considerando as atividades da rutina, vitamina C e BHT como 
referências, pode-se observar que para a folha, a fração acetato de etila apresentou 
a maior atividade antioxidante, seguida das frações clorofórmio, remanescente, 





TABELA 17 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR FORMAÇÃO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDÊNIO 
DE Clethra scabra 
 Atividade Antioxidante por redução do Complexo Fosfomolibdênio 
Amostra AA%RUTINA  AA%VIT C  AA%BHT  
EBF 45,13±1,01 b 18,41±0,49 b 20,56±0,60 b 
FHF 18,56±2,05 a 7,58±0,95 a 8,46±0,95 a 
FCF 110,14±4,18 d 44,95±2,42 c 50,18±2,02 d 
FAF 278,32±2,61 e 113,54±2,37 d 126,80±0,93 e 
FRF 52,20±0,96 c 21,30±0,82 b 23,78±0,67 c 
EBC 34,86±7,45 b 14,26±3,93 b 15,89±4,21 b 
FHC 5,72±1,90 a 2,34±0,82 a 2,61±0,89 a 
FCC 67,70±0,26 c 27,62±0,55 c 30,84±0,25 c 
FAC 61,50±1,01 c 25,09±0,67 c 28,02±0,37 c 
FRC 2,20±0,74 a 0,90±0,31 a 1,00±0,34 a 
Resultados expressos em média aritmética ± desvio padrão. AA= atividade antioxidante em relação a: 
EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fração Hexano da folha, FCF=Fração Clorofórmio de folha, 
FAF=Fração Acetato de Etila da folha, FRF=Fração Hidroalcoólica Residual de folha, EBC=Extrato 
Bruto de caule, FHC=Fração Hexano de caule, FCC=Fração Clorofórmio de caule, FAC=Fração 
Acetato de Etila de caule, FRC=Fração Hidroalcoólica Residual de caule. DP= desvio padrão. Letras 
minúsculas iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente (p˂0,05) entre si, pelo teste de Tukey. 
 
Tais resultados, também podem ser evidenciados através do GRÁFICO 1. 
 
GRÁFICO 1 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR FORMAÇÃO DO COMPLEXO 
FOSFOMOLIBDÊNIO DE EXTRATO E FRAÇÕES DE Clethra scabra Pers. 
 
EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fração Hexano da folha, FCF=Fração Clorofórmio de folha, 
FAF=Fração Acetato de Etila da folha, FRF=Fração Hidroalcoólica Residual de folha, EBC=Extrato 
Bruto de caule, FHC=Fração Hexano de caule, FCC=Fração Clorofórmio de caule, FAC=Fração 




Para o caule, a maior atividade antioxidante em relação aos padrões rutina, 
vitamina C e BHT, foi observada na fração clorofórmio, seguida das frações acetato 
de etila, extrato bruto, hexano e remanescente, respectivamente. 
A menor atividade antioxidante foi identificada na fração hexano para a folha. 
Entretanto, para o caule, quem apresentou a menor atividade antioxidante foram as 
frações hexano e remanescente. 
Nota-se que o extrato bruto, fração acetato de etila e clorofórmio do caule 
apresentou satisfatória atividade antioxidante. 
De acordo com os resultados, todas as amostras testadas apresentaram 
determinada atividade antioxidante por redução do complexo fosfomolibdênio, ao 
adquirir coloração verde característica confirmados pelas leituras no espectofotômetro. 
Destaca-se o resultado obtido com a fração acetato de etila da folha 
que foi superior à atividade antioxidante do flavonol rutina utilizado como padrão, 
e que apresentou a melhor atividade antioxidante.  
Ainda se observa que para todos os extratos e frações, a melhor atividade 
antioxidante foi encontrada em relação a rutina, quando comparado a vitamina C e 
BHT. Este resultado era esperado devido à grande concentração de compostos 
fenólicos observado na análise morfoanatômica, na análise fitoquímica e no 
doseamento de fenólicos totais pelo Folin-Ciocalteu, sendo o poder antioxidante 
relacionado ao conteúdo destes compostos.  
4.9.2 Redução do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila 
A avaliação dos constituintes do extrato bruto e frações de Clethra scabra, 
em capturar radicais livres (DPPH·), foi feita através desta análise, sendo os 
resultados expressos em porcentagem de inibição da oxidação, que é 
correspondente a quantidade de DPPH· consumida pelo antioxidante. Ou seja, 
quanto maior o consumo de DPPH· pela amostra, maior é sua atividade antioxidante 
(AA). 
Foram calculados a porcentagem de inibição do DPPH· e por regressão linear 
foi possível calcular o CE50, que é a concentração efetiva da amostra capaz de 
reduzir 50% da concentração inicial do radical DPPH.  
As concentrações dos controles e das amostras que são capazes de reduzir 
50% do radical DPPH estão apresentados na TABELA 18. 
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Considerando a análise estatística dos dados, verificou-se que a fração 
acetato de etila tem atividade antioxidante semelhante aos padrões BHT, vitamina C 
e rutina, pois não houve diferença estatisticamente significante entre os resultados 
obtidos.  
 
TABELA 18 - RESULTADOS DE CE50 PARA A REDUÇÃO DO DPPH DE EXTRATOS E FRAÇÕES 
OBTIDAS DE FOLHAS E CAULE DE Clethra scabra Pers. 
AMOSTRA Cl50(μg) ±DP AMOSTRA Cl50(μg) ±DP 
EBF 24,80±0,70b EBC 36,40±0,23d 
FHF 30,52±0,44c FHC 66,97±0,54e 
FCF 23,08±0,27b FCC 81,84±0,38f 
FAF 9,07±0,06a FAC 28,81±1,31c 
FRF 24,41±0,27b FRC 57,81±1,01e 
Vitamina C 6,21±0,02a   
BHT 8,55±0,02a   
Rutina 6,78±0,05a   
Resultados expressos em média aritmética ± desvio padrão.Letras minúsculas iguais não diferem 
estatisticamente (p˂0,05) entre si, pelo teste de Tukey. EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fração 
Hexano da folha, FCF=Fração Clorofórmio de folha, FAF=Fração Acetato de Etila da folha, 
FRF=Fração Hidroalcoólica Residual de folha, EBC=Extrato Bruto de caule, FHC=Fração Hexano de 
caule, FCC=Fração Clorofórmio de caule, FAC=Fração Acetato de Etila de caule, FRC=Fração 
Hidroalcoólica Residual de caule.  
 
A fração acetato de etila da folha, também foi dentre as amostras testadas, a 
que apresentou menor CE50 (9,07±0,06) que difere estatisticamente das demais 
frações, e pela análise pode ser considerada, entre as demais, a mais ativa pois é 
necessária uma menor quantidade de amostra para reduzir a concentração inicial do 
radical DPPH pela metade. 
Demais amostras também apresentaram atividade antioxidante, porém 
necessitaram de maior quantidade para redução de 50% na concentração do radical 
DPPH. Para a fração clorofórmio do caule (FCC) foi obtida a concentração mais 
elevada (81,84±0,38), que indica menor atividade antioxidante desta amostra, 
quando avaliada a capacidade de redução do radical DPPH.  
Este resultado indica que esta fração é menos ativa do que os padrões 
analisados e do que as demais amostras, pois é preciso uma quantidade maior para 




GRÁFICO 2 - RESULTADOS DE CE50 PARA A REDUÇÃO DO DPPH· DO EXTRATO BRUTO E 
FRAÇÕES OBTIDAS DE FOLHAS E CAULE DE Clethra scabra Pers. 
 
BHT= Butil-hidroxitolueno, VIT C= Vitamina C, EBF=Extrato Bruto da folha, FHF=Fração Hexano da 
folha, FCF=Fração Clorofórmio de folha, FAF=Fração Acetato de Etila da folha, FRF=Fração 
Remanescente Hidroalcoólica de folha, EBC=Extrato Bruto de caule, FHC=Fração Hexano de caule, 
FCC=Fração Clorofórmio de caule, FAC=Fração Acetato de Etila de caule, FRC=Fração 
Remanescente Hidroalcoólica de caule. CE50= Concentração Efetiva. 
 
A atividade antioxidante observada está de acordo com os altos níveis de 
fenólicos totais observados através da análise do teor de compostos fenólicos totais 
obtidos com o reagente Folin Ciocalteu, bem como pode ser também explicado pela 
presença de rutina e quercetina identificados e confirmados através de RMN e 
CLAE-DAD.  
A partir dos resultados obtidos, verifica-se que as amostras obtidas de folha 
e caule de Clethra scabra possuem atividade antioxidante atuando na captação de 
radicais livres, com destaque para a fração acetato de etila da folha, que conforme 
evidenciado também no teste de formação do complexo fosfomolibdênio, foi a que 
apresentou a maior porcentagem de sequestro de radicais livres, ou seja, maior 




O presente trabalho, utilizando a espécie Clethra scabra Pers., obteve as 
seguintes conclusões: 
Foram encontradas dentro dos parâmetros estabelecidos pela Farmacopeia 
Brasileira. A análise físico-química de umidade e cinzas definiu parâmetros iniciais 
para o controle de qualidade da planta. 
Através da análise morfoanatômica, possibilitou a identificação da espécie, 
bem como destacar a presença dos compostos fenólicos identificados nos testes 
histoquímicos. 
Observou-se na análise fitoquímica preliminar resultados sugestivos da 
presença de heterosídeos antociânicos, heterosídeos saponínicos, aminogrupos e 
taninos condensados no extrato aquoso. Nos extratos e frações submetidos a 
cromatografia de camada delgada se obteve resultados que demonstram a possível 
presença de compostos metabólitos secundários, tais como flavonoides, taninos e 
triterpenos. 
A partir da separação, obteve-se duas substâncias identificadas a partir da 
fração acetato de etila da folha: quercetina e rutina, por meio de RMN e CLAE. 
Foi realizado o teste de toxicidade frente à Artemia salina, e não se observou 
toxicidade para os extratos e frações de folhas e caule de Clethra scabra. 
O ensaio da atividade hemolítica mostrou que os extratos e frações de 
Clethra scabra não apresentaram atividade hemolítica em eritrócitos.  
Verificou-se por meio do bioensaio da atividade alelopática, estímulo do 
crescimento do hipocótilo de plântulas de Lactuca sativa, submetidas ao extrato 
bruto, frações acetato de etila e hidroalcoólica remanescente da folha na 
concentração de 500 μg/mL. Também foi observado que houve estímulo do 
crescimento do hipocótilo e da radícula de Lactuca sativa para todas as 
concentrações do Extrato Bruto do caule, proporcionalmente conforme o aumento da 
concentração. O estimulo do crescimento de plântulas de Lactuca sativa, expostas a 
extratos e frações, indicando uma possível ação bioestimulante para Clethra scabra. 
Frente aos microrganismos testados, não foi observada atividade 
antimicrobiana de interesse clínico. A melhormsusceptibilidade antimicrobiana foi 




A fração acetato de etila da folha apresentou a melhor atividade 
antioxidante, nos testes Formação do Complexo Fosfomolibdênio e Redução do 
Radical DPPH, bem como na análise de compostos fenólicos totais, apresentou a 
maior quantidade destes. No ensaio do complexo fosfomolibdênio, observou-se a 
fração acetato de etila com atividade superior à do controle; e quando comparada 
em relação aos controles: rutina, BHT e vitamina C, essa fração apresentou 
resultado estatisticamente semelhante no valor de CE50 para a redução do radical 
DPPH.  
A presença dos flavonoides, principalmente flavonóis, é descrito como 
marcador da família, e confirmada presença na espécie Clethra arborea, da Ilha da 




6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
A ausência de toxicidade evidenciada através dos testes de toxicidade, 
estimula a realização de novas pesquisas na área química e farmacológica para 
determinar as propriedades terapêuticas que esta espécie possui. 
Foi verificado determinado estímulo no crescimento de plântulas de Lactuca 
sativa expostas a frações de Clethra scabra, apontando a necessidade de estudos 
mais aprofundados a fim de avaliar o potencial bioestimulante de Clethra scabra. 
Devido aos resultados contra agentes microbianos, outros estudos 
laboratoriais e clínicos com extrato e frações de Clethra scabra são necessários para 
entender seus princípios antimicrobianos. 
Destaca-se à atividade antioxidante dos flavonoides quercetina e rutina 
identificados na espécie em estudo, que apresentam reconhecida ação. 
Os resultados obtidos através deste trabalho, fazem das frações e extratos 
de Clethra scabra um excelente alvo de estudos in vivo para esta espécie. 
Esta espécie é promissora para estudos futuros, para aprofundar e comprovar 
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